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O nitrogênio é um elemento macro essencial para os organismos vivos. O gás nitrogênio 
(N2), presente em grandes quantidades na atmosfera, é uma forma biologicamente 
indisponível para a maioria dos organismos. As bactérias diazotróficas, como Azospirillum 
brasilense, podem converter N2 em formas prontamente disponíveis, como o amônio, 
através da fixação de nitrogênio. O amônio produzido é usado para a síntese de glutamina 
em uma reação catalisada pela glutamina sintetase (GS), esse produto é convertido em 
outros compostos de nitrogênio. O gene glnA de Azospirillum brasilense HM053 tem uma 
mutação pontual (citosina para timina na posição 1040) que codifica uma glutamina 
sintetase com atividade muito baixa. Acredita-se que, devido à baixa atividade desta 
enzima, o amônio produzido pela nitrogenase não é totalmente assimilado e, como 
consequência, HM053 excreta parte do amônio produzido. Este trabalho caracteriza a GS 
mutante do Azospirillum brasilense HM053. Os genes glnA da estirpe mutante e da estirpe 
selvagem foram clonados em pET28a. Os plasmídeos recombinantes foram utilizados para 
superexpressar GS em E. coli e as proteínas foram purificadas por cromatografia de 
afinidade em coluna HiTrap-Chellating. A GS também foi extraída e purificada diretamente 
da bactéria do tipo selvagem de A. brasilense. As proteínas purificadas foram 
caracterizadas por SDS PAGE/western blot e MALDI-TOF espectrometria de massa. Os 
resultados mostraram que a GS do HM053 (P347L) tem baixa atividade e é indiferente à 
adenililação, se mantendo desadenililada. A mutação P347L localizada distante do sítio 
ativo e do sítio de adenililação pode ter causado mudanças estruturais na GS, afetando sua 
atividade e adenililação.  
 















Nitrogen is an essential macro element for living organisms. Nitrogen gas (N2), present in 
vast quantities in the atmosphere, is a form biologically unavailable for most organisms. 
Diazotrophic bacteria, such as Azospirillum brasilense, can convert N2 to readily available 
forms, such as ammonium, through nitrogen fixation. The ammonium produced is used for 
the synthesis of glutamine in a reaction catalyzed by glutamine synthetase (GS), the product 
is converted to other nitrogen compounds. The glnA gene of Azospirillum brasilense HM053 
has a point mutation (cytosine to thymine at position 1040) encoding a glutamine synthetase 
with very low activity. It is believed that due to the low activity of this enzyme, the ammonium 
produced by the nitrogenase is not totally assimilated and, as a consequence, HM053 
excretes part of the ammonium produced.  This work characterizes the GS mutant of 
Azospirillum brasilense HM053. The glnA genes of the mutant strain and the wild strain were 
cloned into pET28a. The recombinant plasmids were used to overexpress GS in E. coli and 
the proteins were purified by affinity chromatography on HiTrap-Chellating column. The GS 
was also extracted and purified from A. brasilense wild type. The purified proteins were 
characterized by SDS PAGE/western blot and MALDI-TOF mass spectrometry. The results 
showed that the HM053GS (P347L) has low activity and insensitive to adenylylation, 
remaining disadenylated. The mutation P347L located distant from the active and 
adenylylation sites might caused structural change in GS affecting its activity and 
adenylylation.  
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1.1. Azospirillum brasilense 
 
Azospirillum é um gênero de proteobactéria gram-negativa, possui espécies do 
tipo diazotrófica, microaerófila, curvilínea e móvel. Essas bactérias podem ser 
encontradas livremente no solo ou em associação com raízes de plantas 
(STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).  
Atualmente são conhecidas vinte espécies desse gênero: Azospirillum 
brasilense (TARRAND et al. 1978), Azospirillum lipoferum (BEIJERINCK, 1925. 
TARRAND et al., 1978), Azospirillum halopraeferans (REINHOLD et al., 1987), 
Azospirillum amazonense (MAGALHÃES et al., 1983. MAGALHÃES et al., 1984), 
Azospirillum irakense (KHAMMAS et al., 1991. KHAMMAS et al., 1989), Azospirillum 
largimobile (SKERMAN et al. 1983. DEKHIL et al., 1997), Azospirillum doebereinerae 
(ECKERT et al., 2001), Azospirillum oryzae (XIE; YOKOTA, 2005), Azospirillum 
canadense (MEHNAZ et al. 2007), Azospirillum fermentarium (LIN et al. 2013), 
Azospirillum formosense (LIN et al. 2012), Azospirillum humicireducens (ZHOU et al. 
2013), Azospirillum melinis (PENG et al., 2006), Azospirillum picis (LIN et al. 2009), 
Azospirillum rugosum (YOUNG et al., 2008), Azospirillum thiophilum (LAVRINENKO 
et al. 2010), Azospirillum zeae (MEHNAZ et al., 2007), Azospirillum largomobile 
(SKERMAN et al., 1983; BEN DEKHIL et al. 1997), Azospirillum agrícola (LIN et al., 
2016) e Azospirillum soli (LIN et al., 2015) 
 Dentre as espécies de Azospirillum, A. brasilense é a mais estudada, 
principalmente em relação ao metabolismo de nitrogênio (BALDANI e BALDANI, 
2005). Essa espécie é capaz de se converter para a forma de cisto em condições não 
favoráveis, desenvolvendo uma camada protetora a base de polissacarídeos e assim 
acumulando grânulos de poli-β-hidroxibutirato, o qual pode ser usado como substrato 
para a obtenção de energia (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). 
Azospirillum brasilense é uma bactéria de vida livre, capaz de fazer a fixação 
biológica de nitrogênio. Possui células em forma de vibrio, e pode adaptar sua 
flagelação a diferentes ambientes. As células que crescem em uma cultura líquida 
possuem apenas um único flagelo polar, usado principalmente para locomoção; as 
células que crescem em uma superfície sólida induzem múltiplos flagelos laterais, os 




et al., 2006). É um diazotrofo promotor de crescimento vegetal muito utilizado como 
inoculante vegetal para melhorar a aquisição de nutrientes em várias plantas e 
também para aumentar a produtividade. Esta bactéria é considerada uma das 
melhores bactérias promotoras do crescimento de plantas, uma vez que é uma 
colonizadora geral das raízes de plantas e possui a capacidade de metabolizar 
diversas fontes de carbono e de nitrogênio, como amônio, nitrato, nitrito, aminoácidos 
e dinitrogênio. Essa rizobactéria coloniza raízes de diversas gramíneas de importância 
econômica, como arroz, milho, trigo e cereais, conferindo várias vantagens ecológicas 
e econômicas como o desenvolvimento de um sistema radicular mais robusto e o 
crescimento mais rápido da planta. Esses benefícios ocorrem por um conjunto de 
fatores como a produção de fitormônios (ácido-indol-acético, giberilinas e citocininas), 
os quais interferem no crescimento das plantas e podem alterar a morfologia das 
raízes possibilitando a exploração de maior volume de solo; o aumento da aquisição 
de nutrientes e água através do aumento da área da superfície da raiz e da regulação 
da expressão de transportadores de nutrientes; o aumento da síntese de DNA em 
células das raízes; e o aumento da regulação de genes que codificam para 
reguladores do ciclo celular (ANTONYUK, 2007; BASHAN, 1997; CAMILIOS-NETO et 
al., 2014; DIXON; KAHN, 2004; DOBBELAERE et al., 2001; HUNGRIA, 2011; 
STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).  
Nas associações de gramíneas com bactérias fixadoras de N como 
Azospirillum brasilense não há formação de nódulos como nas leguminosas. Nesse 
caso o que ocorre é a colonização da superfície e/ou do interior das raízes e interior 
da parte aérea da planta. Essas bactérias fixam o nitrogênio atmosférico e 
posteriormente o disponibilizam para a planta (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 
2000).  
O potencial biotecnológico para uso como inoculante vegetal dessa bactéria já 
é explorado comercialmente na agricultura, inclusive o seu uso como biofertilizante é 
recomendado no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 
(MAPA) para as culturas de milho, trigo e arroz desde 2011 (fonte MAPA). O método 
de aplicação do inoculante pode ser via sulco ou sementes, sendo o mais comum via 
sementes, uma vez que há necessidade de tratamento de sementes e da comodidade 
quando este é feito industrialmente (CROES et al., 1993). Em trabalhos realizados 
com trigo, Azospirillum foi capaz de aumentar 30% da massa da raiz e 25% da massa 




expressão de genes com atividades transportadora, refletindo efeito direto na 
absorção de nutrientes, como nitrogênio (CAMILIOS-NETO et al., 2014). Em Setaria 
viridis, a inoculação foi capaz de fornecer quantidade suficiente de nutriente para 
sustentar o crescimento robusto da planta através da fixação biológica de nitrogênio 
(PANKIEVICZ et al., 2015). Na Argentina foi realizado um estudo em campo com trigo 
(Triticum aestivum L.) durante as estações de crescimento de 2002-2006, avaliando 
sementes inoculadas e não inoculadas em 297 locais experimentais na região dos 
Pampas. As culturas inoculadas apresentaram crescimento vegetativo mais vigoroso, 
com maior acumulação de matéria seca e raiz seca (12,9 e 22%, respectivamente); 
aumento do número de grãos colhidos em 6,1%; e aumento do rendimento de grãos 
em 8% em 260 kg/ha (DÍAZ-ZORITA e FERNÁNDEZ CANIGIA, 2009). Em estudo 
com milho (Zea mays L.), 85% dos casos responderam positivamente com um 
aumento médio na produtividade de 472 kg/ha (DÍAZ-ZORITA e FERNÁNDEZ 
CANIGIA, 2008). Em estudo com arroz, a inoculação de sementes promoveu 
incremento de 19% na produtividade de grãos de arroz de terras altas (GARCIA, 
2017). 
Além dos benefícios diretos à planta que os inoculantes vegetais podem 
apresentar, estes ainda possibilitam a redução do uso de fertilizantes químicos, 
diminuindo o impacto ambiental negativo e os custos. No Brasil, considerando apenas 
a substituição parcial (50%) do fertilizante nitrogenado requerido pelas culturas de 
milho e trigo, é possível economizar US $ 1,2 bilhão por ano. Isso corresponde a 
economia de cerca de 52 kg de N ha-1 em 14,1 milhões de hectares para o milho e 
economia de cerca de 35 kg de N ha−1 em 2,4 milhões de hectares para o trigo 
(HUNGRIA et al., 2010).  
 
1.2. Fixação biológica de nitrogênio 
 
O nitrogênio é um macro elemento essencial para os organismos vivos uma 
vez que é utilizado para síntese de ácidos nucléicos, aminoácidos e proteínas. A 
atmosfera é um grande reservatório de N na forma de gás nitrogênio (N2) 
correspondendo a 78% dos gases atmosféricos. Entretanto a maioria dos organismos 
não são capazes de assimilá-lo diretamente nessa forma, sendo necessário a 
conversão em outras formas químicas que possam ser integradas no metabolismo. 




certas bactérias através de um processo conhecido como fixação biológica de 
nitrogênio. Estas bactérias são conhecidas com fixadoras de nitrogênio ou 
diazotróficas. Plantas podem se beneficiar desse processo por associações 
simbióticas com bactérias diazotróficas, as quais colonizam a zona de crescimento 
das raízes das plantas. (BURRIS; ROBERTS, 1993; GALLOWAY; COWLING, 2002; 
HUNGRIA et al., 2007; STEENHOUDT; VANDERLEYDEN 2006). 
A fixação biológica de nitrogênio é a transformação de dinitrogênio em amônia 
pelo complexo da nitrogenase, o qual é constituído por duas metaloproteínas, a 
proteína dinitrogenase e a proteína dinitrogenase redutase, codificados pelos genes 
nifHDK. Cerca de 20 outros genes nif são necessários para síntese de cofatores 
metálicos e maturação da nitrogenase. Em A. brasilense, a expressão dos genes nif 
é regulada negativamente pela presença de amônio e oxigênio, que controlam a 
expressão e a atividade do ativador nif específico, proteína NifA. A atividade da 
nitrogenase é controlada através de um mecanismo denominado switch off, ou 
inativação da nitrogenase. Essa inativação ocorre pela ligação covalente de uma 
molécula ADP-ribose, proveniente de NAD+, a uma arginina da subunidade ferro-
proteína, numa reação catalisada pela dinitrogenase redutase ADP-ribosil transferase 
(DraT). O inverso deste mecanismo é conhecido como switch on e ocorre quando o 
NH4+ é consumido e o grupamento glicosil-transferase, ativador da dinitrogenase 
redutase ADP-ribosil, é removido pela enzima ativadora (DraG). (DIXON; KAHN, 
2004; HUERGO et al. 2005; HUERGO et al. 2009; MOURE et al. 2014) 
Na etapa seguinte o amônio produzido pode ser assimilado por duas vias 
envolvendo enzimas diferentes (Figura 1). A principal via envolve duas reações, a 
primeira (reação 1) utiliza a enzima glutamina sintetase (GS), produto do gene glnA, 
para catalisar a conversão do glutamato e do amônio em glutamina, na presença de 
ATP. Essa é a única via para a síntese desse produto (glutamina), que é substrato 
para a síntese de aminoácidos e outros compostos nitrogenados. A segunda (reação 
2) utiliza a enzima glutamato sintetase (GOGAT), produto dos genes gltD e gltB 
(codificam as subunidades beta e alfa, respectivamente) para catalisar a transferência 
redutiva do grupo amida da glutamina para o α-cetoglutarato, resultando em duas 
moléculas de glutamato em uma reação dependente de NADPH. A segunda via, 
considerada secundária, utiliza a enzima glutamato desidrogenase (GDH) para 




de NADPH. (BOZOUKLIAN, FOGHER, ELMERICH, 1986; HOLGUIN, PATTEN, 
GLICK,1999; MORANDI, 2000). 
  
(Reação 1)      NH4+ + L-glutamato + ATP –> L-glutamina + ADP + Pi 
(Reação 2)       L-glutamina + α-cetoglutarato + NADPH -> 2L-glutamato + NADP+ 
 
Essas duas reações formam produtos que podem ser utilizados como fonte de 
nitrogênio para reações biossintéticas em bactéria diazotrófica e em plantas que 
possuem associação com essas bactérias, se o amônio for secretado por estas 
(FORCHHAMMER, 2007).  
Para que a fixação biológica de nitrogênio ocorra há a necessidade de alguns 
fatores essenciais como fonte de energia (ATP), presença de dinitrogênio atmosférico 
e de um sistema de assimilação de amônia para a incorporação do nitrogênio fixado 
nas biomoléculas, presença de co-fatores (molibdênio, ferro e enxofre), baixa tensão 
de oxigênio e hidrogênio nos sítios do complexo protéico da nitrogenase, pouco 
nitrogênio na forma fixada e temperatura apropriada (PEDROSA; YATES, 1988). 
 
FIGURA 1. VIAS GS/GOGAT DE ASSIMILAÇÃO DO AMÔNIO 
 
 
FONTE: adaptado de LEIGH e DODSWORTH, 2007 
Linhas sólidas: reações que levam a formação de Glu e Gln a partir de 2OG (2-oxoglutarato) e NH3. 





1.3. Glutamina sintetase 
 
A glutamina sintetase é a enzima que participa da principal via de assimilação 
de nitrogênio, sendo portanto essencial durante o processo de fixação biológica de 
nitrogênio.   
Atualmente são conhecidos quatro tipos de GS: I, II, III e GlnT. O tipo GSI é 
encontrado em Bacteria e Archaea; o tipo GSII é exclusivo entre eucariotos e algumas 
bactérias simbiontes, como Rhizobium e Frankia; o tipo GSIII é encontrado em poucas 
espécies de bactérias, como Bacteroides fragilis e Butyrivibrio fibrisolvens; o tipo GlnT 
é considerada distinta das outras enzimas GS e é encontrado em Rhizobium 
leguminosarum e Rhizobium meliloti (BROWN et al., 1994; MERRICK; EDWARDS, 
1995). 
Com base em análises filogenéticas, a GSI ainda pode ser subdividida em dois 
grupos: α-GSI, a qual é encontrada em bactérias gram-positivas, com baixo conteúdo 
G+C, formadoras de endósporos, e em arqueobactérias; e β-GSI, a qual é encontrada 
em quase todas as outras bactérias, incluindo A. brasilense. (FORCHHAMMER, 
2007). 
A glutamina sintetase (a qual nesse trabalho será referenciada como GS a partir 
de agora) é uma GS do tipo I e pertence ao grupo α-GSI. Essa enzima, produto do 
gene glnA, catalisa a síntese de glutamina numa reação dependente de ATP a partir 
de glutamato e amônia.  Essa reação é a única via para a síntese de glutamina, a qual 
é substrato para a síntese de aminoácidos, como purinas e pirimidinas; de 
glucosamina-6P e ácido p-aminobenzóico (BESPALOVA; ANTONYUK; IGNATOV, 
1999; LEIGH; DODSWORTH, 2007).  
Estruturalmente esta enzima se apresenta na forma de um dodecâmero com 
subunidades idênticas de aproximadamente 55 kDa, codificadas pelo gene glnA 
(Figura 2) (MERRICK, M. J.; EDWARDS, 1995; LEIGH; DODSWORTH, 2007). A 
cristalografia de GS de Salmonella typhimurium revelou ser esta composta por 12 
subunidades idênticas arranjadas em dois anéis hexagonais ligados por interações 
hidrofóbicas e pontes de hidrogênio entre as subunidades (ALMASSY et al., 1986). 
Na GSI dois cátions metálicos também estão ligados ao centro ativo da enzima, 
participando na formação do complexo enzima-substrato. Em A. brasilense, a 
afinidade dos íons metálicos Mn2+, Mg2+ e Co2+ varia de acordo com seu grau de 




59 % de seus resíduos arranjados em α-hélice e 13 % β-pregueado. A remoção dos 
íons metálicos via tratamento por EDTA resulta na alteração da estrutura secundária 
da enzima. Isso demonstra a influência dos íons metálicos tanto na catálise como na 
manutenção da conformação da enzima (ANTONYUK, 2007). Cada monômero ou 
subunidade que constitui a GS pode ser modificado via adenililação, de forma 
reversível, de um resíduo de tirosina localizado na região terminal (MERRICK, M. J.; 
EDWARDS, 1995; BESPALOVA; ANTONYUK; IGNATOV, 1999; KAMNEV et al., 
2004). A quantidade de monômeros adenililados determina o nível de atividade da 
enzima, tendo como consequência uma inativação progressiva dela. Isto ocorre em 
resposta a um aumento intracelular das quantidades de nitrogênio fixado. A 
adenililação de uma subunidade apenas inativa ela mesma, portanto esta enzima 
pode se apresentar em variados estados de ativação na célula (MERRICK, M. J.; 
EDWARDS, 1995). 
 
FIGURA 2. ESTRUTURA DA ENZIMA GLUTAMINA SINTETASE. 
 
 
FONTE: EISENBERG; GILL; PFLUEGL; ROTHSTEIN, 2000. 
Estrutura da glutamina sintetase bacteriana. A glutamina sintetase bacteriana é um dodecâmero com 
seis eixos duplos perpendiculares a um eixo. Um dos dois anéis hexaméricos eclipsados é mostrado 
em azul. O dodecâmero tem 12 sítios ativos, um formado entre cada duas subunidades vizinhas dentro 
de um anel (mostrado pelo círculo vermelho). Cada sítio ativo é um funil duplo, com entradas na parte 
superior e inferior dos substratos ATP e glutamato, respectivamente. A estrutura verde representa o 






1.4. Regulação da enzima glutamina sintetase (GS) em A. brasilense 
 
A enzima glutamina sintetase é regulada a nível transcricional, através da controle 
da síntese da própria enzima e a nível pós-traducional, através da atividade de outras 
enzimas (MERRICK, M. J.; EDWARDS, 1995).  
O principal ponto de regulação transcricional é a regulação da expressão do gene 
glnA, o qual codifica a enzima GS. Esse processo é influenciado pela concentração 
de nitrogênio na célula. NtrC e NtrB, um sistema de transdução de sinal de dois 
componentes, controla a transcrição do gene glnA. A proteína sensora histidina 
quinase (NtrB) fosforila\desfosforila o regulador de resposta NtrC ativando-o ou 
desativando-o. O NtrC fosforilado ativa a transcrição a partir de promotores que são 
reconhecidos pela RNA polimerase contendo o fator σN. Em A. brasilense o gene glnA 
está presente em um operon juntamente com o gene glnB. Esse operon é regulado 
por três promotores diferentes: dois localizados a montante do glnB (glnBp1 e glnBp2) 
e um promotor não identificado na região intergênica dos genes glnB e glnA (glnAp) 
(Figura 3). Em condições limitantes de nitrogênio, glnA e glnB são transcritos a partir 
do promotor glnBp2, que é dependente do fator σN da RNA polimerase e de NtrC. Em 
condições de excesso de nitrogênio, a transcrição ocorre a partir do promotor glnBp1, 
dependente de σ70, pouco expresso nessas condições. O gene glnA pode ser ainda 
transcrito de forma independente de glnB a partir de promotor glnAp (HUERGO et al. 
2003; LEIGH; DODSWORTH, 2007; VAN DOMMELEN et al., 2003; DE ZAMAROCZY 
et al., 1993). 
 
FIGURA 3. MAPA FÍSICO E GENÉTICO DO OPERON glnBA DE Azospirillum brasilense E 
LOCALIZAÇÃO DOS PROMOTORES DAS SEQUÊNCIAS CONSENSO (glnBp1, glnBp2 E glnAp) 
INDICADOS PELAS SETAS 
 
FONTE: adaptado de ZAMAROCZY; PAQUELIN; ELMERICH, 1993. 
 
A regulação da GS pós-traducional da enzima ocorre por 
adenililação/desadenililação reversível das suas subunidades, cada monômero da 




tirosina conservado. Adenililação e desadenililação são reações distintas, a 
adenililação utiliza ATP e produz GS AMP e PPi, enquanto a desadenililação é uma 
fosforólise em que Pi e GS AMP são convertidos em GS e ADP. Esses processos 
ocorrem em resposta a sinais de status de nitrogênio e carbono como glutamina, 2-
oxoglutarato e as formas uridiladas e não modificadas da proteína de transdução de 
sinal de PII. Como a enzima é um dodecâmero (α12) e a adenililação de uma 
subunidade apenas inativa ela mesma, a adenililação varia de 0 a 12 e esta enzima 
pode se apresentar em variados estados de ativação na célula (MERRICK, M. J.; 
EDWARDS, 1995). Essa regulação envolve a presença de três proteínas (Figura 4). 
A primeira, é uma adenilil-transferase (ATase ou GlnE), produto do gene glnE, que 
transfere AMP do ATP para um resíduo de tirosina 397 da GS. A segunda proteína, a 
proteína Pll (produto do gene glnB), existe em duas formas: não modificada (Pll), que 
estimula a adenililação da GS pela ATase; e na forma uridililada (Pll-UMP), que 
estimula a desadenililação da GS. Pll é membro de uma grande família de proteínas 
transdutoras de sinal presente em bactéria, Archaea e plantas (WEISS; MAGAZANIK, 
1988). A terceira proteína, uridil-transferase/uridil-removedora (produto do gene glnD), 
transfere UMP de UTP para um resíduo de tirosina 51 da Pll, essa transferência é 
regulada pela relação glutamina\α-cetoglutarato na célula. Estes compostos 
representam a disponibilidade de N da célula. Quando os níveis de α-cetoglutarato 
aumentam em condições de baixa concentração de amônio a UTase promove a 
uridililação de GlnB para a forma modificada, levando a desadenililação da GS; 
quando os níveis de glutamina aumentam em condições de altas concentração de 
amônio, a UTase promove a desuridililação da proteína GlnB-UMP, estimulando a 
adenililação da GS (JIANG et al., 2007; LEIGH; DODSWORTH, 2007; SMIRNOVA, 





FIGURA 4. PROTEINAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE ADENILILAÇÃO E DESADENILILAÇÃO 
DA GS. 
 
FONTE: NELSON e COX, 2014. 
As proteínas envolvidas na modificação covalente de GS. A AT representa adenilil-transferase (ATase), 
a qual catalisa tanto a adenililação como a desadenililação de GS. A proteína auxiliar PII modula a 
atividade ATase. A forma não modificada de PII estimula a adenililação, enquanto a forma uridililada 
estimula a desadenililação. A conversão da PII de uma forma para a outra é catalisada pela enzima 
uridililtransferase (UT). 
 
1.5. Atividade da enzima glutamina sintetase (GS) em A. brasilense 
 
A atividade da GS de Azospirillum brasilense é fortemente regulada por sinais 
metabólicos. Assim como em entéricas, a ATase regula a atividade da GS em resposta 
aos sinais intracelulares do estado do nitrogênio, catalisando a 
adenililação/desadenililação reversível da GS na tirosina 398 da enzima. Essas 
reações desempenham papel importante em relação a adaptação às mudanças na 
disponibilidade de nitrogênio no ambiente, tanto a curto quanto a longo prazo. A 
adenililação de GS pela ATase ocorre sob condições de disponibilidade de nitrogênio 




sob condições limitantes de nitrogênio fixado, catalisada pela ATase, restaurando a 
sua atividade (JIANG et al., 2007; MERRICK, M. J.; EDWARDS, 1995). 
A quantidade de monômeros adenililados determina o nível de atividade da 
enzima, podendo apresentar como consequência uma inativação progressiva da GS. 
A atividade catalítica e a manutenção da conformação ativa da enzima são 
dependentes da ligação de dois metais (Mg2+, Mn2+ ou Co2+) ao centro ativo para 
formar o complexo enzima-substrato (ANTONYUK, 2007; DIXON; KAHAN, 2004; 
MERRICK; EDWARDS, 1995; LEIGH; DODSWORTH, 2007).  
 
1.6. Mutantes excretores de amônio de Azospirillum brasilense 
 
Sabe-se que a fixação biológica de nitrogênio realizada pelas bactérias pode 
apresentar muitos benefícios para as plantas quando estas e aquelas encontram-se 
associadas. Entretanto o processo de fixação de nitrogênio em geral ocorre com o 
objetivo de fixar nitrogênio para a própria bactéria e não para a planta. A transferência 
do nitrogênio fixado ocorre lentamente, tornando disponível para a planta apenas uma 
pequena proporção (DOMMELEN et al., 1998). Portanto a quantidade de nitrogênio 
disponível para planta ainda é insuficiente para eliminar uso de fertilizantes químicos. 
Levando esses fatos em consideração, há a necessidade de solucionar esse problema 
encontrando uma maneira de aumentar essa disponibilidade para a planta. Muitos 
estudos utilizando estirpes mutantes de Azospirillum brasilense estão sendo 
desenvolvidas com esse fim, tentando aumentar a quantidade de nitrogênio excretado 
pela bactéria. Acredita-se que a razão para a liberação de amônio por estes mutantes 
esteja relacionada tanto com a maior fixação de nitrogênio do que a enzima GS pode 
assimilar, quanto com os maiores níveis de adenililação de GS, acarretando na 
diminuição da incorporação do amônio. Consequentemente, mutantes que acumulam 










FIGURA 5. ESQUEMA ILUSTRANDO POSSÍVEL LIBERAÇÃO DE AMÔNIO POR MUTANTES DE 
GS   
FONTE: a autora. 
Mutantes que possuem baixa atividade da enzima glutamina sintetase poderiam acumular maior 
quantidade de amônio, o qual por sua vez seria excretado e disponibilizado para a planta. 
 
Em 1977, Gauthier e Elmerich isolaram dois mutantes da estirpe Sp7 de A. 
brasilense resistentes a nitrosoguanidina, auxotrófos para glutamina e caracterizados 
por mutação associada a região contendo o gene glnA.  O mutante 7028 apresenta 
mutação na posição 322 da proteína, na região de ligação do glutamato, mudando um 
resíduo de arginina para cisteína, e como resultado, possui 18 % da atividade da GS 
quando comparada à estirpe selvagem e fixa nitrogênio constitutivamente (Nifc). O 
mutante 7029 apresenta mutação na posição 52 da proteína, região de ligação do 
amônio, mudando um resíduo de aspartato para asparagina, e como resultado possui 
menos de 1,5 % da atividade da GS da estirpe selvagem e não é capaz de fixar 
nitrogênio. A presença de um plasmídeo contendo o gene glnA de A. brasilense 
restaurou a regulação da nitrogenase por amônio no mutante 7028 e tornou a estirpe 
7029 capaz de fixar nitrogênio, comprovando que esses fenótipos provêm das 
respectivas mutações (DOMMELEN et al., 2003). 
Em 1988, Machado isolou mutantes de A. brasilense FP2 a partir da estirpe Sp7 
(ATCC 29145, SmR, NalR), denominados mutantes HM: HM14, HM26, HM053 e 
HM210, que são capazes de fixar nitrogênio e excretar amônio. Esses estipes são 
resistentes a etilenodiamina (EDA) e são capazes de fixar nitrogênio constitutivamente 
(NifC), mesmo na presença de altas concentrações de amônio. O EDA é um análogo 
do amônio que se liga aos mesmos sítios desta molécula. Estudos metabólicos 
sugeriram que EDA é incorporada com glutamato pela GS, formando 
aminoetilglutamina, um composto aparentemente tóxico. A seleção para resistência a 
EDA parece exibir mutantes com atividade de GS modificada, evitando que o 




desses mutantes HM, embora também possam apresentar mutações em outros genes 
(SRIVASTAVA; TRIPATHI, 2006).  
As quatro estirpes HM possuem o sistema de regulação da atividade da 
nitrogenase parcialmente afetado, o que as torna insensíveis à inibição dependente 
da disponibilidade de amônio. Estes mutantes compartilham diversas características 
como: alterações no transporte de amônio, redução de taxa crescimento em meio com 
baixa concentração de amônio ou nitrato como fonte de nitrogênio e capacidade de 
excretar altos níveis de amônio. Diferentes padrões de atividade transferásica e 
adenililação da GS foram observados nesses mutantes de A. brasilense, permitindo a 
classificação em três classes: a primeira inclui HM053, que apresentou baixos níveis 
de atividade GS adenililada constitutivamente; a segunda classe inclui HM14, que 
mostrou baixos níveis de atividade regulada de GS, semelhantes aos do tipo 
selvagem, FP2; a terceira classe inclui HM26 e HM210, que mostraram níveis de 
atividade de GS do tipo selvagem adenililada constitutivamente. Todos os mutantes, 
com exceção do HM14, parecem ter um sistema alterado de adenililação (MACHADO, 
1988). 
Este trabalho fará uso de uma dessas estirpes, a HM053, para testar a hipótese 
de que uma única mutação no gene glnA leva a excreção de NH4+ para o meio 
extracelular. Estirpes de Azospirillum com esta capacidade poderão ser inoculantes 
de maior eficiência levando a redução de adubação nitrogenada. 
  
1.7. Mutante HM053 de Azospirillum brasilense 
 
O Mutante HM053, como dito anteriormente, provém da estirpe Sp7 e foi isolado 
em 1988 por Machado.  
Essa estirpe possui uma mutação pontual no gene glnA, na posição 1040 do gene 
(1410 pb), na qual ocorre uma substituição de um nucleotídeo citosina por timina e 
consequentemente, substituição do aminoácido prolina por leucina na posição 347 
(P347L) (HAUER, 2012).  
A estirpe HM053 fixa nitrogênio constitutivamente, possui baixa atividade 
transferásica de GS, a qual é mantida em grande parte adenililada (95-96%) e excreta 
amônio em quantidades superiores a estirpe selvagem FP2 (MACHADO et al., 1991).  
O aminoácido mutado não parece ter interação com outros aminoácidos na vizinhança 




subunidade constituinte de GS é analisada isoladamente (HAUER, 2012). No entanto, 
estudos com mutantes de GS de S. typhimurium em resíduos bem conservados e 
próximos, como a arginina 339 e a arginina 359, demonstraram que estas são 
importantes como sítios de ligação a ATP e glutamato (DHALLA et al., 1994).  
A complementação da estirpe HM053 com o gene glnB restaura o controle da 
atividade de GS e a complementação com o operon glnBA, além do retorno do 
controle, os níveis de GS voltam parcialmente ao normal (VITORINO et al., 2001). 
Esses estudos sugerem que parte do fenótipo de HM053 pode ser ocasionado por 
mutação na região regulatória do gene glnA (VITORINO, 2001) e outra parte pela 
mutação encontrada na região codificadora deste gene. 
A capacidade de utilização dessa estirpe HM053 como inoculante vegetal já está 
sendo testada. Em 2014, plantas de S. viridis inoculadas com este mutante 
assimilaram nitrogênio até 16 vezes mais do que plantas inoculadas com a estirpe 
selvagem FP2; aumentaram significativamente a produção de grãos (aumento de 34% 
em relação ao controle); e quando inoculadas juntamente com a estirpe selvagem, 
apresentaram significativo aumento do comprimento da raiz, número de raízes laterais 
e massa seca da raiz (SANTOS, 2014). Em 2015, Pankievicz e colaboradores 
demonstraram que plantas de S. viridis inoculadas com a estirpe mutante obtiveram 
níveis de fixação de nitrogênio suficientes para fornecer a demanda diária de N da 
planta, o que foi refletido pelo fenótipo de crescimento saudável desta. E ainda essas 
plantas inoculadas com o mutante assimilaram 14 vezes mais 11CO2 do que as plantas 
inoculadas com cepas de tipo selvagem. 
Uma vez que a estirpe HM053 de A. brasilense tem potencial para ser utilizada na 
agricultura como inoculante vegetal, é importante elucidar qual é a causa do seu 
fenótipo. Alguns poucos genes dessa estirpe já foram sequenciados e sabe-se que 
possui a mutação no gene glnA, mas ainda não é conhecido se a estirpe possui outras 
mutações em outros genes que poderiam estar contribuindo para o fenótipo. Essa 
elucidação além de abrir novos caminhos para construção de novos mutantes 
excretores de amônio de A. brasilense, irá contribuir para o aprimoramento da própria 
estirpe HM053, uma vez que também podem existir outras mutações que estejam 








2.1. Objetivo geral 
 
O objetivo geral desse trabalho é caracterizar in vitro a enzima glutamina sintetase 
da estirpe selvagem e da estirpe mutante excretora de amônio HM053 de A. brasilense 
 
2.2. Objetivo específico 
 
o Construção de uma estirpe mutante super-excretora de amônio de A. 
brasilense, capaz de fixar nitrogênio constitutivamente e excretar amônio. 
o Clonagem do gene glnA com mutação pontual P347L em vetor de clonagem; 
o Integração no cromossoma de A. brasilense, estirpe FP2, de um cassete 
suicida; 
o Clonagem do gene glnA selvagem e mutante P347L em vetor de expressão; 























3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Bactérias  
 
As estirpes bacterianas utilizadas estão listados nas Tabelas 1 e 2. 
TABELA 1. CARACTERÍSTICAS DAS ESTIRPES DE Escherichia coli UTILIZADAS. 
Escherichia coli 
Estirpe Características Referência/Origem 
TOP10 F-mcrA ∆(mcrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 
∆lacX74 deoR recA1 endA1 ara∆139 ∆(ara,leu) 
7697 galU galK λ- rpsL nupG λ- 
Invitrogen Inc 
S17.1 SmR Tra+ (SIMON; PRIEFER; 
PÜHLER, 1983) 
BL21(λDE3) hsdS, gal(λclts 857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 
gene 1) 
SAMBROCK et al., 
1989 
 
FONTE: a autora. 
 
TABELA 2. CARACTERÍSTICAS DAS ESTIRPES DE Azospirillum brasilense UTILIZADAS 
 
Azospirillum brasilense 
Estirpe Características Referência/Origem 
FP2 NalR, SmR, Estirpe selvagem, SP7, Nif+ PEDROSA; YATES, 
1984 
HM053 NalR, SmR, EDA variante da estirpe tipo SP7, NifC MACHADO, 1988 
 
FONTE: a autora. 
 
3.2. Plasmídeos  
 
Os plasmídeos utilizados estão listados na Tabela 3. 
TABELA 3. CARACTERÍSTICAS DOS PLASMÍDEOS UTILIZADOS. 
Plasmídeos Características Referência/Origem 
pBlueScript II KS(+) Plasmídeo de alto número de cópias 
para clonagem, AmpR 
Agilent Technologies 
pET28a Vetor de expressão – Promotor T7 Novagen 
pSUP202 ApR; TcR; CmR; mob site SIMON; PRIEFER; 
PUHLER,1983 
pMH1701 TcR; KmR; cassete nptI-sacB-sacR HYNES et al., 1989 
pBlueScript II KS(+)-glnA pBlueScript II KS(+) contendo o gene 
glnA do HM053 de A. brasilense 
Este trabalho 
pSUP202-glnA pSUP202 contendo o gene glnA do 
HM053 de A. brasilense 
Este trabalho 
pSUP202-glnA-sacB pSUP202 contendo o gene glnA do 
HM053 de A. brasilense e o cassete 
nptI-sacB-sacR 
Este trabalho 
pET28a-glnA-FP2 pET28a contendo o gene glnA do 
FP2 de A. brasilense 
Este trabalho 
pET28a-glnA-HM053 pET28a contendo o gene glnA do 
HM053 de A. brasilense 
Este trabalho 
 




3.3. Antibióticos  
 
Os antibióticos foram utilizados nos meios de cultura para seleção de estirpes de 
acordo com as respectivas resistências. A Tabela 4 traz as concentrações finais dos 
antibióticos utilizados neste estudo. 
 
TABELA 4.  LISTA DE ANTIBIÓTICOS UTILIZADOS E RESPECTIVAS CONCENTRAÇÕES DE 
TRABALHO PARA Escherichia coli 
Escherichia coli 





FONTE: a autora 
 
TABELA 5.  LISTA DE ANTIBIÓTICOS UTILIZADOS E RESPECTIVAS CONCENTRAÇÕES DE 
TRABALHO PARA Azospirillum brasilense 
Azospirillum brasilense 
Antibióticos Concentração final (μg/mL) 




FONTE: a autora. 
 
As soluções estoques de antibióticos, exceto tetraciclina, foram preparadas em 
água destilada autoclavada e esterilizadas por filtração (Millipore HAWP 0,2 m). A 
solução estoque de tetraciclina foi preparada em etanol 70%. Todas as soluções de 
antibióticos foram mantidas a –20ºC. 
 
3.4. Meios de cultura, condições de cultivo e estoque de bactérias 
 
Para cultivo de E. coli TOP10 e S17-1 em meio líquido utilizou-se meio Luria-
Broth (LB) (SAMBROOK, 1989), em incubadora rotativa (shaker) New Brunswick C25 





TABELA 6. COMPOSIÇÃO DE MEIO LB. 
Triptona 10 g/L 
Extrato de levedura 5 g/L 
NaCl 10 g/L 
pH 7,0 
 
FONTE: SAMBROOK, 1989. 
 
O meio LA, que é utilizado para o cultivo de E. coli em meio sólido, é composto 
pelo meio LB acrescido de 15 g/L de ágar. Os cultivos em placas de ágar foram 
incubados a 37°C em estufa microbiológica. 
Outro meio utilizado foi o meio mínimo NFDM (CANNON et al., 1974). A 
composição do meio encontra-se na Tabela 7.  
TABELA 7. COMPOSIÇÃO DO MEIO NFDM PARA 1 L. 
MgSO4 10% 1 mL 
Na2NoO4, 2 H2O 0,1% 25 mL 
FeSO4.7H2O 0,2% 12,5 mL 
Glucose 20 g 
água destilada 950 mL 
FONTE: a autora 
 
O pH do meio foi ajustado para 5. No momento do cultivo, juntamente com uma 
fonte de nitrogênio, é adicionado uma mistura de fosfatos cuja composição é K2P04 - 
241,2 g; KH2PO4 - 68 g e água destilada q.s.p. 1 L. Para o meio sólido, são adicionados 
15 g de ágar para cada litro de meio líquido. Para cultivo de Azospirillum brasilense 
em meio líquido utilizou-se meio NfbHP–lactato (MACHADO et al., 1991), em 
incubadora rotativa (shaker) New Brunswick C25 a 120 rpm, 30°C. A composição do 
meio encontra-se na tabela a seguir. 
TABELA 8. COMPOSIÇÃO DE MEIO NfbHP–LACTATO 
MgSO4.7H2O 0,2 g/L 
NaCl 0,1 g/L 
lactato de sódio 5 g/L 
CaCl2 20 g/L 
ácido nitrilo triacético 56 mg/L 
FeSO4.7H2O 20 mg/L 
Biotina 0,1 mg/L 
NaMoO4.2H2O 2 mg/L 
MnSO4.H2O 2,4 mg/L 
H3BO3 2,8 mg/L 
CuSO4.5H2O 0,08 mg/L 
ZnSO4.7H2O 0,24 mg/L 




Os cultivos em placas de ágar foram incubados a 30°C em estufa 
microbiológica.  
Para o preparo do meio semi-sólido foram adicionados: 0,17 % de ágar ao meio 
líquido e 1,5 % de ágar ao meio sólido (antes da autoclavação). A este meio foi 
acrescido ainda a mistura de fosfato a 50 mL/L de meio. Esta solução foi preparada 
vinte vezes concentrada contendo a cada litro 80 g de KH2PO4 e 120 g de K2HPO4.  
Todos os meios foram autoclavados a 120ºC; 1,2 atm, por 20 minutos após a 
preparação. 
No momento do uso, foi acrescido ao meio como fonte de nitrogênio 20 mL/L 
de cloreto de amônio 1 M e, quando necessário, o antibiótico (estreptomicina e/ou 
ácido nalidíxico).   
As estirpes foram preservadas em glicerol 50% a -20°C. 
 
3.5. Purificação de DNA plasmidial  
 
A extração dos plasmídeos das células de E. coli Top10 foi realizada segundo 
o método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificações. 
Brevemente, as células de E.coli Top10 contendo o plasmídeo de interesse foram 
coletadas de 1,5 mL de cultura por centrifugação por 45 s a 12.000 x g. As células 
foram então ressuspensas em 150 μL de tampão GET (glucose 50 mM, EDTA 1 mM, 
Tris 25 mM pH 8). O mesmo volume de solução de lise (SDS 1%, NaOH 0,2 M) foi 
adicionado e misturado por inversão. Após homogeneização da mistura, a lise foi 
interrompida pela adição de 150 μL de solução de acetato de sódio 3 M (pH 4,8 
ajustado com ácido clorídrico). Essa mistura foi então incubada em gelo por 5 min, e 
o precipitado separado por centrifugação por 10 min a 12.000 x g. Ao sobrenadante 
foi adicionado 100 μl de solução clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) para precipitação 
de proteínas residuais. Após centrifugação por 5 min a 12.000 x g, o DNA plasmidial 
do sobrenadante coletado foi precipitado com etanol absoluto (3 volumes) ou 
isopropanol (0,6 volumes), e lavado com 1mL de etanol 70%. Após centrifugação por 
5 min a 12.000 x g, o DNA foi seco à vácuo e ressuspenso em 30 μL de água MilliQ. 






3.6. Purificação de DNA a partir de bandas de gel de agarose  
 
Para extração do DNA a partir de bandas gel de agarose utilizou-se o kit de 
purificação “QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN). O protocolo usado foi o 
recomendado pelo fabricante. 
 
3.7. Eletroforese de DNA 
  
As amostras de DNA foram diluídas em tampão de amostra Fsuds (Tris-HCl 65 
mmol/L pH 8,0, EDTA 1,75 mmol/L, Ficoll ® 10%, SDS 1%, azul de bromofenol 
0,025%) e aplicadas em gel de agarose (1%) ou agarose LMP (0,7%), em tampão 
TAE (Tris base 40 mmol/L, ácido acético 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH 8,0) ou TBE 
(Tris base 40 mmol/L, ácido bórico 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH 8,0), em sistema 
horizontal da HOEFFER. A voltagem e o tempo de corrida variaram conforme a 
amostra. Após a eletroforese, o DNA presente nos géis foi visualizado após tratamento 
com solução de brometo de etídio (0,5 g/mL), sob luz ultravioleta 320 nm utilizando 
o sistema UVP (BioImagin Systems). 
 
3.8. Digestão de DNA por enzimas de restrição 
 
A digestão de DNA foi realizada segundo protocolo recomendado pelo 
fabricante das enzimas de restrição (FERMENTAS ou INVITROGEN). Sistemas de 
reação de 10 μL foram utilizados para confirmação de tamanho de fragmentos. 
Sistemas de reação de 100 μL foram utilizados para purificação dos fragmentos 
gerados. A clivagem foi verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8 % (tampão 
TAE1X). 
 
3.9. Ligação de fragmentos de DNA aos vetores  
 
O vetor linearizado e o fragmento de DNA de interesse, devidamente clivado 
com as enzimas de restrição adequadas, foram quantificados através de densitometria 
em sistema UVP (BioImagin Systems) após eletroforese, usando o padrão de peso 
molecular 1Kb Ladder (FERMENTAS) como referência. O sistema de reação de 




aproximadamente 1:5 mol; T4 DNA ligase; e tampão de ligação, perfazendo o volume 
final de 10 μL. A reação foi incubada a 16ºC durante a noite. O produto da reação foi 
transformado em E. coli Top 10. 
 
3.10. Amplificação de DNA 
 
A amplificação do fragmento de DNA foi realizada pela técnica da reação em 
cadeia da polimerase (PCR), como descrito por Kosher e Wilson (1991). Foram 
utilizados 10 pmol dos primers, aproximadamente 10 ng de DNA gênomico da estirpe 
de interesse, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl2 e 1 unidade de Taq DNA polimerase em 
um volume final de reação de 50 μL. As condições de amplificação compreendem uma 
desnaturação inicial de 96ºC por 1 min e 30 ciclos com uma etapa de 96ºC por 30 s; 
outra por 30 s, a temperatura nessa etapa variou conforme o primer utilizado como 
pode ser observado na tabela abaixo; e outra de 72ºC por 1 min e 30 s; e extensão 
final de 72°C por 5 min. Ao final da reação esta foi interrompida por resfriamento a 
4°C. A tabela 9 apresenta os primers utilizados nesse trabalho. Os primers Foward-
GS, Reverso-GS. GS1 interno, GS2 interno e GS3 interno foram sintetizados.  
 
TABELA 9. PRIMERS UTILIZADOS NESTE ESTUDO 
 
Nome  Sequência (5`→3`) Temperatura de 
anelamento 
Foward-GS AAAGACATATGTCCGACATCAGCAAGG 64°C 
Reverso-GS GGACCAAGCTTCGATGGATCAGACCGAGTAGTAC 64°C 
GS1 interno TCATGCTGCGAAGCGGCC 62°C 
GS2 interno ACCTCGACGCGCTTGCCC 64°C 
GS3 interno TCGTGGTGGTGCTTCTCG 58°C 
Universal GTTGTAAAACGACGGCCAGT 50°C 
Reverso TTCACACAGGAAACAGCTATGAC 50°C 
T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG 50°C 
T7 terminator CCGCTGAGCAATAACTAGC 50°C 
 
FONTE: a autora 
 
3.11. Sequenciamento de DNA 
 
O sequenciamento dos fragmentos clonados foi realizado pelo método de 
Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), utilizando 1 μL de solução de 
dideoxinucleotideos marcados com fluoróforos (BigDye® Terminator v3.1 ) e 1 μL de 
tampão SaveMoney 10X. A cada reação adicionou-se 1 μL de primer a 5 pmol/μL. A 




minuto a 96 °C, 35 ciclos com 15s a 96 °C, 15s a 50 °C e 4 minutos a 60 °C. O produto 
da reação de sequenciamento foi precipitado com 3 volumes de etanol e um décimo 
em volume de uma solução de acetato de amônio 7,5 M. O produto precipitado foi 
recuperado por centrifugação, lavado com etanol 70% e seco. Este foi utilizado para 
análise em sequenciador automático ABI-PRISM 1500 (Applied Biosystems). 
 
3.12. Transformação bacteriana por eletroporação  
3.12.1. Preparo de células eletrocompetentes  
 
As células de E. coli TOP10, BL21 e S17-1 foram crescidas em meio SOB 
(SAMBROOK et al., 1989) até a cultura atingir DO600nm 0,5, foram então incubadas 
em gelo por 30 min. As células foram coletadas por centrifugação a 3.000 x g por 5 
min e lavadas 2 vezes com água destilada estéril a 4°C e uma vez com solução de 
glicerol 15% estéril a 4°C. Após estas lavagens, as células foram ressuspensas em 
glicerol 15% e estocadas a -80°C. 
 
3.12.2. Transformação bacteriana de células eletrocompetentes 
 
O método utilizado para transformação bacteriana foi o descrito pelo fabricante 
(Life Technologies). O DNA plasmidial (5 ng) foi adicionado a 100 L da suspensão 
de células eletrocompetentes, e incubado em gelo por 1 minuto. Em seguida, a mistura 
de células e DNA foi transferida para uma cubeta de eletroporação e submetidas a um 
pulso de campo elétrico (4 K , 330 F) para permitir a entrada do plasmídeo na célula. 
Após a eletroporação, as células foram ressuspensas em 1 mL do meio de cultura 
correspondente (SOC) e incubadas sob agitação por 1 hora, na temperatura 
adequada (37°C). Em seguida, alíquotas da suspensão foram plaqueadas em meio 












A estratégia a ser adotada no projeto é a transferência do gene glnA com um 
mutação pontual específica (estirpe HM053 de A. brasilense) para a estirpe selvagem 
de A. brasilense (FP2).  
A estratégia de clonagem utilizada baseou-se na utilização de vetor pBlueScript 
II KS(+) digerido com enzima de restrição EcoRV dando origem a um vetor linearizado 
com pontas cegas. Uma vez obtido o clone em meio seletivo, a confirmação do 
fragmento clonado ocorreu por sequenciamento. A segunda parte, a subclonagem, 
utilizou o vetor pSUP202 através de uma nova reação de ligação. Para a subclonagem 
utilizou-se sítios de restrição, BamHI e Hindlll. A clonagem inicial está ilustrada na 
Figura 6 e a subclonagem está ilustrada na Figura 7. 
A partir do clone do pSUP202 com o gene glnA foi inserido o cassete nptI-sacB-
sacR no sítio BamHI do vetor pSUP202 e do gene (Figura 8). Para tal, o plasmídeo 
pMH1701 foi digerido com a enzima BamHI (Fermentas), para liberação do cassete 
nptI-sacB-sacR. Os fragmentos de 4Kb, correspondentes ao cassete, foram 
purificados a partir de gel de agarose LMP. A ligação do cassete nptI-sacB-sacR no 
plasmídeo pSUP202 contendo o gene glnA foi realizada na presença de tampão T4 
DNA ligase, conforme já descrito anteriormente. O sistema foi utilizado para a 
transformação bacteriana em E. coli Top 10, e os transformantes foram selecionados 
pela resistência a canamicina. 
Com a construção feita em Top 10, transformou-se novamente em E. coli 
S17.1, e os transformantes foram selecionados pela resistência a canamicina, 














FIGURA 6. ESQUEMA DE CLONAGEM DO GENE glnA DE A. brasiliense. 
 
 
FONTE: a autora. 
As regiões foram amplificadas a partir do gene glnA de A. brasilense. Inseriu-se o produto de PCR no 
vetor pBluescript II KS(+), digerido com enzima EcoRV, que gera um vetor com pontas blunt. O produto 

















FONTE: a autora. 
O vetor pBluescript II KS(+), contendo o gene glnA e o vetor pSUP202 foram digeridos com as enzimas 















FIGURA 8. ADIÇÃO DO CASSETE nptI-sacB-sacR NO VETOR pSUP202 COM O GENE glnA. 
 
FONTE: a autora. 
O cassete nptI-sacB-sacR foi retirado do plasmídeo pMH1701, através da digestão com a enzima 




3.14. Conjugação bacteriana  
 
A estirpe de E. coli doadora (S17.1) e a estirpe receptora (A. brasilense) foram 
cultivadas em meio próprio por 16 horas, sob temperatura adequada e agitação 
constante. Cinco microlitros da estirpe doadora foram misturados com 50 L da estirpe 
receptora. Esta mistura foi depositada em forma de gota em meio NFbHPN acrescido 




aproximadamente 24 horas. A massa de células foi raspada e ressuspendida em 1mL 
de meio NFbHPN líquido e, então esta suspensão foi plaqueada em NFbHPN sólido 
na presença dos antibióticos específicos (Nal10, Sm80, Cm30, Km200) para a seleção 
dos transconjugantes. As placas foram incubadas a 30°C até a visualização das 
colônias dos transconjugantes. 
 
3.15. Obtenção do mutante  
 
A estratégia utilizada para a obtenção deste mutante foi a recombinação 
homóloga dupla (conjugação). Com a construção do clone transformada em E. coli 
S17.1, iniciou-se a recombinação, através do processo de conjugação (já descrito) 
destas construções na estirpe selvagem de A. brasilense, na qual ocorre o fenômeno 
de permuta, gerando estirpes com o gene mutado do HM053. A confirmação dessa 
combinação homóloga dupla é feita por seleção direta da perda do plasmídeo durante 
a recombinação, uma vez que apenas estirpes que não mais contém o gene sacB são 
capazes de crescer em meio contendo sacarose (HYNES et al., 1989). 
 
3.16. Atividade da nitrogenase 
 
A atividade da nitrogenase foi determinada pelo método de redução de 
acetileno (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN; BURRIS, 1967). Células de A. 
brasilense foram ensaiadas para atividade de nitrogenase em meio NFb lactato semi-
sólido. 
 As estirpes de A. brasilense foram cultivadas a 30°C em meio NFb lactato 
líquido contendo antibióticos Nal10 e Sm80 e NH4Cl 20 mM como fonte de nitrogênio. 
A atividade de nitrogenase em meio semi-sólido foi realizada em frascos de 10 ml 
contendo 4 mL de meio NFb lactato, adicionado de fosfato (50 ml/L) e glutamato 0,5 
mM. Como inóculo foi utilizado 20-50 μl de uma cultura saturada previamente cultivada 
em meio NFb lactato contendo 20 mM de NH4Cl como fonte de nitrogênio. Após 18 – 
24 horas de crescimento a 30°C, os frascos foram vedados com uma rolha de 
borracha e então foi injetado acetileno gasoso (10% do volume gasoso do frasco) com 
o auxílio de uma seringa, resultando em uma atmosfera de incubação com 20% de 
acetileno necessário para saturar a enzima nitrogenase e se obter a máxima atividade 




minutos, foi coletada uma amostra de 500 μl da atmosfera dos frascos, com auxílio da 
seringa, e injetado em cromatógrafo para determinar a concentração de etileno na 
amostra. Foi utilizado um cromatógrafo gasoso equipado com uma coluna de Porapak 
N e detector de ionização de chama. A temperatura da coluna foi mantida em 120°C 
e do detector em 200°C. O gás de arraste foi o nitrogênio, Para o cálculo do etileno 
formado foi utilizado um padrão do etileno fornecido pela White Martins S.A. A 
atividade da nitrogenase foi expressa como nmol de etileno total formado por minuto 
por miligrama de proteína na cultura. 
 
3.17. Subclonagem em vetor para expressão de proteínas  
 
Com os clones recombinantes selecionados no plasmídeo pBluescript II KS(+), 
foi realizada uma restrição com as enzimas NdeI e HindllI para liberar o fragmento 
contendo o gene glnA. Os vetores de expressão utilizados foram pET28a(+) para ter 
cauda de 6 histidinas N-terminal (Figura 9). Os fragmentos foram unidos por reação 
de ligação. Foi então realizada transformação bacteriana por eletroporação em E. coli 
Top 10 e as colônias foram selecionadas por meio seletivo contendo o antibiótico do 
plasmídeo (Km50). O clone obtido foi transformado em E. coli BL21 e as colônias 



















FIGURA 9. ESQUEMA DE CLONAGEM DO GENE glnA NO VETOR pET28a. 
 
FONTE: a autora. 
O vetor pBluescript II KS(+), contendo o gene glnA e o vetor pET28a foram digeridos com as enzimas 
NdeI e HindIII e os fragmentos foram ligados. 
 
3.18. Preparação do extrato induzido de GS em E. coli BL21 
 
A expressão da proteína GS de A. brasilense (GS nativa) e do mutante HM053 
(GS P347L) foi realizada em E. coli BL21 (λDE3), contendo o plasmídeo pET28a-glnA-
FP2 e pET28a-glnA-HM053. Células de E. coli BL21 foram cultivadas durante a noite 
em 6 mL de meio LB contendo o antibiótico do plasmídeo, km50, a 37°C e 160 rpm. 
Esse pré-inóculo foi então vertido em 300 - 800 mL de LB contendo antibiótico e 
cultivado sob agitação a 37°C até a densidade ótica de 0,5 a 595 nm. Nesse ponto, 
adicionou-se à cultura 250 μM de IPTG para indução da proteína, e esta foi incubada 
a 30°C ou 16°C durante a noite sob agitação.  
 As culturas foram mantidas por 30 minutos no gelo e então coletadas por 




lise (150 mM de NaCl e 50 mM de Tris-HCl, pH 8,0). As células foram lisadas por 
sonicação em banho de gelo (15 ciclos de 15 segundos com 15 segundos de 
intervalo). Cem microlitros dessa fração foram reservados para análise em gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE e foram chamados de extrato bruto. O restante do lisado foi 
centrifugado (30 minutos, 30.000 x g, 4°C) em centrifuga Hitachi. As frações solúvel e 
insolúvel (ressuspendido em tampão de lise) foram separadas e reservadas para 
análise por eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) como descrito por 
LAEMMLI (1970). Os géis foram corados com Coomassie Blue R250 e descorados 
com solução descorante. 
 
3.19. Purificação de GS 
 
As proteínas de GS foram purificadas por cromatografia de afinidade a Ni2+ com 
a coluna HiTrapTM Chelating HP 1mL ou 5 mL (GE – Healthcare Life Sciences) 
acoplada a um sistema de bomba peristáltica ou acoplada ao cromatógrafo líquido 
ÄKTA (GE – Healthcare Life Sciences).  A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna 
(VC) de água MilliQ, em seguida carregada com solução NiCl2 e lavada com 2 VC de 
água MilliQ para retirar o excesso de NiCl2. A coluna foi equilibrada com 5 VC de 
Tampão de A (50 mM de Tris-HCl pH 8,0, 150 mM de NaCl, 10 mM de imidazol) e 
carregada com a fração solúvel do extrato obtido após a centrifugação da sonicação. 
A coluna foi lavada com 5 VC de tampão A. Um sistema composto de dois tampões 
de eluição foi utilizado para a purificação: tampão A e tampão B (Tris-HCl 50 mM, pH 
8,0; 150 mM de NaCl e 1 M de imidazol). As proteínas fortemente ligadas a matriz 
foram eluídas com gradiente crescente de imidazol, iniciando com 10 mM e finalizado 
com 1 M. Frações de 1 mL eluídas durante o gradiente de imidazol foram coletadas e 
analisadas por eletroforese SDS-PAGE. As frações que apresentavam maior pureza 
e maior concentração foram reunidas. 
 
3.20. Desalting  
 
Para a retirada do imidazol ou sal das proteínas eluídas foi utilizada a coluna 
HiTrap desalting 5 mL (GE – Healthcare Life Sciences) acoplada a um sistema de 
bomba peristáltica. A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna (VC) de água MilliQ 




10% de glicerol (v/v)). Um mililitro e meio foi aplicado na coluna e frações de 1,5 mL 
foram coletadas. Aquelas frações com maior concentração de proteína foram 




As frações de proteínas analisadas em gel SDS-PAGE foram dialisadas a 4°C 
em tampão C (50 mM de Tris-HCl pH 8,0, 150 mM de NaCl, 10% de glicerol (v/v)). 
Foram feitas 2 trocas de 100 ml de tampão C, com intervalo de 2 horas. Na terceira 
troca, substitui-se o tampão para outro nas mesmas condições do tampão C, porém 
com glicerol 20% (v/v)) e deixou-se dialisando durante a noite a 4°C.  
 
3.22. Preparação do extrato para purificação de GS diretamente de A. 
brasilense 
 
Para obtenção do extrato de proteína GS diretamente de A. brasilense, seguiu-
se protocolo de acordo com STREICHER e TYLER, 1980, com algumas modificações. 
Primeiramente células de A. brasilense foram cultivadas durante a noite em 5 mL de 
meio NFbHPN lactato líquido, contendo cloreto de amônio 20 mM como fonte de 
nitrogênio e antibióticos Nal10 e Sm80, a 30°C, como descrito anteriormente. Esse pré-
inóculo foi então vertido em 1 L de NFbHPN lactato contendo glutamato 5mM como 
fonte de nitrogênio e antibióticos Nal10 e Sm80 e cultivado a 30°C até a DO595 1,5. 
Nesse ponto as células foram centrifugadas a 5.000 rpm, 15 minutos a 4°C. O 
sobrenadante foi descartado e as células coletadas e congeladas a -20 °C. 
As células congeladas foram ressuspensas em tampão frio SB (20 mM imidazol 
pH 7,5; 10 mM cloreto de magnésio; 2 mM β-mercaptoetanol) na proporção de 0,05 g 
a 0,5 g de células por ml de tampão. A solução foi sonicada em 30 ciclos de pulsos de 
15 segundos de sonicação e 15 segundos de repouso em banho de gelo. O lisado foi 
centrifugado 35.000 x g por 45 minutos a 4°C em centrifuga Hitachi e o sobrenadante 
foi coletado para purificação.  
 
3.23. Purificação de GS a partir do extrato 
 
A purificação do extrato da proteína GS seguiu o protocolo de acordo com 




bruto foi adicionado, gota a gota, com agitação, um volume igual de PEG 20% 
preparado no tampão SB. Passados 10 minutos depois de terminado, a solução foi 
centrifugada 15-20 minutos a 27.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 
pellet ressuspenso em um volume de metade do volume inicial do extrato bruto em 
4M NaCl preparado no tampão SB. Foi homogeneizado bem. Em seguida, foi 
adicionado gota a gota, com agitação, um volume de PEG 20% – 2M NaCl preparado 
em tampão SB. Passados 10 minutos depois de terminado, foi centrifugado 15-20 
minutos a 27.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi coletado e colocado em banho de 
gelo. Metade do volume de acetona (gelado, - 20°C) foi adicionado rapidamente com 
agitação. A solução foi centrifugada 15 minutos a 27.000 x g a 4°C. O sobrenadante 
foi removido vertendo o tubo com cuidado e o pellet obtido foi deixado em fluxo laminar 
por cerca de 15 minutos a fim de evaporar a acetona. O pellet foi ressuspenso em um 
décimo do volume original do extrato bruto em 20 mM de imidazol pH 7,5; 1 mM de 
MgCl2-10% glicerol. A solução foi centrifugada 15 minutos a 35.000 x g a 4°C. Por fim, 
o sobrenadante foi coletado, filtrado e purificado utilizando coluna de gel filtração 
Sepharose 6 e tampão de eluição com 20 mM de imidazol pH7,5; 1 mM MgCl2. 
Frações de 1,5 mL eluídas foram coletadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. 
As frações que apresentavam maior pureza e maior concentração foram reunidas. A 
concentração de glicerol do tampão foi levada para 25% e as preparações enzimáticas 
foram então e armazenadas a -20°C.  
 
3.24. Eletroforese de proteínas sob condições desnaturantes 
 
Eletroforese de proteínas, sob condições desnaturantes (contendo SDS), foram 
realizadas em gel de poliacrilamida de 7,5% a 12%, dependendo do tamanho da 
proteína a ser analisada, como descrito por LAEMMLI (1970). As soluções utilizadas 
foram preparadas conforme descrito por Huergo (2006). 
 As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo 
recomendações do fabricante (Biorad). As amostras, antes de serem analisadas foram 
misturadas com tampão de amostra (2% SDS (m/v); 10% glicerol (v/v); 0,01% azul de 
bromofenol (v/v); 0,0625 M Tris-HCl pH 6,8, 5% β- mercaptoetanol (v/v)), aquecidas a 
100˚C por 5 minutos. As corridas foram realizadas a 170 V em tampão de corrida 1X 




descorado com solução descorante, ou transferido para membranas (western blot) 
dependendo do ensaio.  
 
3.25. Dosagem de proteína 
 
As proteínas purificadas foram quantificadas pelo método de Bradford 
(BRADFORD, 1976) utilizando o Reagente de Bradford (Sigma). As reações foram 
preparadas em microplacas de 96 poços, sendo utilizados 20 μl de amostra e 180 μl 
de reagente. Para a curva padrão, foi utilizado albumina bovina (BSA) em 
concentração de 0,20 mg/mL. A leitura foi realizada em leitor de microplaca, em 595 
nm. Para dosagem de extratos primeiramente as células foram lisadas com NaOH 0,2 
M. 
 
3.26. Identificação da proteína glutamina sintetase de A. brasilense por 
espectroscopia de massa (MALDI-TOF) 
 
A preparação das amostras para análise foi realizada de acordo com 
Shevchenko et al. (1996), com algumas modificações. As bandas protéicas foram 
cortadas do gel e divididas em pedaços de cerca de 1 mm2. Os pedaços de gel foram 
descorados em solução de acetonitrila 50% bicarbonato de amônio 25 mM pH 8,0, 
com duas lavagens de 300 μL por 30 minutos. Em seguida o gel foi desidratado com 
200 μL de acetonitrila por 5 min e seco completamente a temperatura ambiente em 
fluxo laminar. O gel foi reidratado com solução de tripsina 15 ng/μL em bicarbonato de 
amônio 40 mM pH 8 e acetonitrila 10% por 30 minutos a 4°C. A digestão foi realizada 
por 16 horas a 37°C. Um microlitro do sobrenadante foi misturado com 1 μL de matriz 
HCCA (10 mg.mL-1 em acetonitrila 50%, TFA 0,1%), e colocado na placa de amostras 
do MALDI-TOF. O espectros de massa foram obtidos usando o espectrômetro 
MALDITOF-MS Autoflex (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) no modo positivo, 20 
kV de voltagem de aceleração, janela de aquisição de 800 – 3200 Da. A calibração 
externa foi realizada com kit de calibração de peptídeos do fabricante, e a lista de íons 
foi criada usando o programa FlexAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). 
A identificação das proteínas foi realizada usando o software Mascot 2.2 e o banco de 





3.27. Identificação da proteína glutamina sintetase de A. brasilense por 
Western Blot 
 
Após a eletroforese desnaturante, o gel foi equilibrado em tampão cátodo (C – 
0,025M Tris pH10; 20% metanol; 0,04M ácido capróico). A membrana de PVDF 
(Hybond ECL – GE Healthcare) foi previamente ativada em metanol, lavada em água 
destilada e equilibrada em solução A2 (0,025M Tris pH10; 20% metanol). O sistema 
foi montado num aparato de transferência semi-seco. A placa do ânodo foi 
inicialmente coberta com 3 camadas de papel filtro previamente imersas em solução 
A1 (0,3 M Tris pH10; 20% metanol). Uma camada de papel filtro contendo solução A2 
foi colocada no sistema, seguido da membrana de PVDF previamente imersa no 
solução A2. O gel foi, então, colocado sobre a membrana (com cuidado para evitar 
bolhas de ar no sistema). Três camadas de papel filtro contendo solução C (0,025 M 
Tris pH 10; 20% metanol; 0,04 M ácido capróico) foram colocadas sobre o gel. Um 
bastão de vidro foi utilizado para comprimir o sistema de transferência e expelir 
eventuais bolhas de ar. A placa do cátodo foi colocada sobre as folhas de papel filtro, 
o sistema foi conectado a uma fonte de eletroforese a 80 mA por 1 hora. 
Após a transferência, o tratamento com a membrana foi realizado com tampão 
TBS-T (Tris-HCl pH 7,6 2,42 g/L; NaCl 8 g/L; tween 20 g/L 1 mL/L). A membrana foi 
bloqueada com solução de leite em pó desnatado 5% em TBS-T por 1 hora a 
temperatura ambiente e sob agitação. A membrana foi lavada com o tampão e 
incubada com 20 mL de solução de leite 3% em TBS-T e com anticorpo primário Anti-
GS na diluição 1/10.000 (VAN HEESWIJK et al., 1996) a temperatura ambiente e sob 
agitação. Após esse período, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos com TBS-
T. A membrana foi então incubada com 20 mL de solução de leite 3% em TBS-T 
contendo o anticorpo secundário anti-IgC de coelho conjugado com a enzima 
peroxidase (GE Healthcare) na diluição 1/10.000 a temperatura ambiente por 1 hora. 
Após esse tempo, a membrana passou por três lavagens de 5 minutos com TBS-T e 
foi submetida à etapa de revelação utilizando o sistema ECL (GE Healthcare) 
seguindo as recomendações do fabricante. Os sinais foram capturados e revelado em 






3.28. Tratamento da proteína glutamina sintetase com trombina 
 
As amostras purificadas a partir de E. coli BL21, foram tratadas com trombina 
bovina comercial (Merck). A reação foi realizada com 0,6 μg/μL de proteína para 1 μL 
de trombina (1 U/μL). As amostras foram incubadas por 3 horas em duplicata, uma foi 
incubada a 37°C e outra a temperatura ambiente. As amostras tratadas foram 
analisadas por SDS-PAGE e western blot.  
 
3.29. Tratamento da proteína glutamina sintetase com fosfodiesterase 
 
As amostras foram tratadas com fosfodiesterase comercial (Merck) na 
proporção 1 μL de fosfodiesterase para 10 de μg/μL de proteína. A fosfodiesterase foi 
preparada para concentração de 1 μg/μL e foi suspensa em 20 mM de Tris-HCl pH 8. 
Á reação foi adicionado 5mM de MgCl2 e incubada a 37°C por 3 horas. As amostras 
tratadas foram analisadas por SDS-PAGE e western blot.  
 
3.30. Ensaio de atividade transferásica da glutamina sintetase de A. 
brasilense 
3.30.1. Preparo das amostras 
 
A atividade de glutamina sintetase foi determinada em culturas de E. coli BL21 
contendo: o plasmídeo pET28a, usado como controle, uma vez que E. coli também 
possui GS; o plasmídeo pET28a-glnA-FP2; e o plasmídeo pET28a-glnA-HM053. As 
amostras foram preparadas a partir da cultura de estirpe de E. coli BL21 da mesma 
maneira em que foram cultivadas para super-expressão da enzima GS. Após 
crescimento com indução com IPTG 250 μM, alíquotas de 5 mL foram retiradas das 
culturas sob agitação, imediatamente acrescidas de 5,5 μL de CTAB (250 mM) e 
agitadas por 3-5 minutos. A seguir, alíquotas de 1 mL foram resfriadas, centrifugadas 
em microcentrífuga Sanyo modelo MicroCentaur MSE a 13.000 rpm por 1 minuto, 
lavadas uma vez com solução de KCl a 1% e ressuspensas em 500 μl da mesma 







    3.30.2. Ensaio de atividade transferásica da glutamina sintetase 
 
A reação para determinação da atividade de transferásica da GS foi realizada 
em banho maria à 37ºC em microtubos de 1,5 mL. O sistema de reação apresenta a 
seguinte composição:  tampão HEPES 100 mM pH 7,66; cloreto de hidroxilamina 20 
mM; cloreto de manganês 0,3 mM, arseniato de potássio 25 mM, ADP 0,36 mM; CTAB 
90 μl/ml; e foi ajustado para um volume final de 102,5 μL. Após a preparação do mix, 
foi ajustado o pH para 7,15. Foram utilizados 10 μl de amostras para os extratos de 
BL21 e 30 μl de amostra para as enzimas purificadas. O sistema foi incubado por 5 
minutos a 37 °C e a reação iniciada pela adição de 12,5 μl de L-glutamina (250 mM) 
e incubada em banho maria a 37ºC por mais 60 minutos. A reação foi interrompida 
pela adição de 200 μl de solução de parada (61,11 g/L de cloreto férrico; 22,22 g/L de 
ácido tricloroacético e 23,33 ml de ácido clorídrico concentrado). Os microtubos 
contendo a mistura foram centrifugados em microcentrifuga Sanyo modelo 
MicroCentaur MSE a 13.000 rpm por 1 minuto para remover partículas e células em 
suspensão e 250 μl do sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96 poços 
com fundo transparente. As absorbâncias foram determinadas em espectrofotômetro 
a 540 nm. O branco foi processado nas mesmas condições das amostras, porém sem:  
amostra, L-glutamina, ADP e arseniato de potássio. 
 Para determinação da fração fisiologicamente ativa (não-adenililada) da GS o 
sistema foi acrescido de 60 mM de cloreto de magnésio que inibe a fração adenililada 
(fisiologicamente inativa) e ensaiado conforme acima. A relação entre a atividade da 
GS na presença de Mg+2 (fração não adenililada) e na ausência de Mg+2 (transferásica 
total) permite calcular a porcentagem de sua adenililação. 
  Nas condições de ensaio 1 μmol de γ-glutamil-hidroxamato apresenta 
absorbância de 0,532 em 540 nm. A atividade específica da GS foi definida como a 
quantidade de enzima necessária para formar 1 μmol de γ-glutamil-hidroxamato por 






4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Obtenção do mutante 
 
Esse trabalho utilizou a estirpe HM053 de A. brasilense, a qual possui uma 
mutação pontual no gene glnA (P347L). Essa mutação apresenta como fenótipo a 
redução da atividade da enzima GS. Acredita-se que devido à baixa atividade dessa 
enzima, o amônio produzido pela nitrogenase não é totalmente assimilado e, como 
consequência, há a excreção de parte desse amônio produzido. O objetivo é testar a 
hipótese de que uma única mutação no gene da GS pode levar a excreção de amônio. 
Para obter um mutante foi utilizado a estirpe selvagem de A. brasilense (FP2) e a 
estirpe HM053 de A. brasilense contendo mutação pontual do gene glnA, foi utilizada 
uma estratégia baseada em recombinação homóloga. 
Para isto o primeiro passo realizado foi à amplificação do gene glnA a partir do 
genoma de A. brasilense HM053, por PCR, utilizando os primers Foward (GS-Foward-
GS) a reverso (Reverso-GS), resultando um produto de 1410 pares de bases. Esses 
primers acrescentaram às extremidades do gene os sítios enzimáticos Ndel e Hindlll 
respectivamente. O produto foi clonado no vetor pBlueScript II KS(+) (pBS) (Agilent 
Technologies) digerido com a enzima de restrição EcoRV, pBlueScript II KS-glnA 
(Figura 10). 
FIGURA 10. ESQUEMA DE VERIFICAÇÃO DA ORIENTAÇÃO DESEJADO DO INSERTO DO GENE 
glnA NO VETOR pBlueScript ll KS(+). 
 




Uma vez obtido o clone da forma desejada, o fragmento clonado foi 
sequenciado. Para verificar se o fragmento do gene glnA continha alguma outra 
mutação, além da mutação do HM053, utilizou-se o site “Basic Local Alignment Search 
Tool” (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar as sequências de 
nucleotídeos. A sequência do gene contém uma diferença com o banco de dados de 
A. brasilense Sp7 na posição 243 do gene (T→C).  
A etapa seguinte foi a subclonagem no vetor pSUP202 (SIMON, PRIEFER, 
PUHLER,1983). O gene glnA clonado foi liberado do pBS com as enzimas BamHl e 
Hindlll e o vetor pSUP202 digeridos com as mesmas enzimas. 
A partir do clone do pSUP202 com o gene glnA (pSUP202-glnA) foi inserido o 
cassete nptI-sacB-sacR (RIED; COLLMER, 1987), no sítio BamHI do vetor pSUP202 
e do gene. Para tal, o plasmídeo pMH1701 (HYNES et al., 1989) foi digerido com a 
enzima BamHI, para liberação do cassete nptI-sacB-sacR. O fragmento purificado foi 
ligado ao plasmídeo pSUP202 contendo o gene glnA por reação de ligação. A 
construção foi transformada por eletroporação em células competentes E. coli Top 10 
e os transformantes foram selecionados em meio seletivo pela resistência a 
canamicina (km50).  
O plasmídeo obtido pSUP202-glnA-sacB foi transformado em E. coli S17.1, os 
transformantes foram selecionados pela resistência a canamicina (km50) e 
cloranfenicol (Cm30) e utilizados no processo de conjugação bacteriana.  
Na primeira etapa da conjugação bacteriana, chamada de primeiro evento, 
ocorre uma recombinação simples e a construção do plasmídeo pSUP202-glnA-sacB 
é integrada ao cromossomo do A. brasilense FP2. Para confirmação da ocorrência 
desse primeiro evento da conjugação as colônias crescidas dos transconjugantes 
foram passadas para uma placa mestre e para uma placa de NFbHPN sólido na 
presença dos antibióticos específicos e sacarose na concentração final de 12%. As 
colônias que morreram nessa placa sofrem o primeiro evento, uma vez que, a 
sacarose é letal para a célula contendo o gene sacB.  
Os possíveis transconjugantes foram re-inoculadas em meio líquido pelo 
menos duas vezes. As suspensões foram diluídas (10-1 até 10-6) e 100 μL dessas 
suspensões foram plaqueados em meio NFbHPN sólido, contendo os antibióticos 
Nal10 e Sm80 e sacarose na concentração final de 12%. Colônias foram isoladas nas 




O processo da construção do mutante foi realizado apenas até a última etapa 
descrita devido às dificuldades encontradas ao longo do caminho que inviabilizaram 
finalizar no prazo. Quando iniciou-se os experimentos de conjugação foram 
encontrados muitos transconjugantes falso positivo, as etapas para acontecimento do 
segundo evento eram realizadas, entretanto quando ocorreu o aparecimento de 
muitas colônias na placa de sacarose na diluição 10-2, o transconjugante foi testado 
para sensibilidade a sacarose, e viu-se que era insensível, ou seja, não possuía o 
cassete nptI-sacB-sacR incluso no seu genoma e assim, o primeiro evento não havia 
acontecido. 
Para evitar a ocorrência de mais falsos positivos, a concentração de 
canamicina na primeira etapa de seleção (a placa em meio sólido na qual a gota era 
plaqueada) foi elevada de 50 μg/mL para 200, 300, algumas vezes usou-se 400 
μg/mL. Essa solução foi satisfatória para esse problema. 
Mesmo com o problema de falso positivo resolvido, não foram obtidas colônias 
transconjugantes. Foram realizadas duas mudanças em relação ao meio de cultivo de 
E. coli S17-1. Esta foi cultivada em meio mínimo NFDM e em meio LB e LA preparados 
com extrato de levedura da Merck (maior nível de pureza). O crescimento não foi 
satisfatório em meio mínimo, entretanto o uso de LA e LB Merck foi mantido. Outras 
mudanças foram realizadas, entre elas a variação das proporções misturadas de 
culturas de A. brasilense e E. coli. Possíveis transconjugantes foram obtidos quando 
A. brasilense foi cultivado com 10 mM de amônio como fonte de nitrogênio.   
Os prováveis mutantes serão analisados. As etapas seguintes são a confirmação 
através de amplificação do gene glnA por PCR e sequenciamento do amplicon 
utilizando os primers do gene para confirmação da mutação.  
 
4.2. Superexpressão e purificação da glutamina sintetase P347L e 
glutamina sintetase nativa de A. brasilense 
4.2.1. Subclonagem em vetor para expressão de proteínas  
 
O gene glnA da estirpe HM053 de A. brasilense clonado no plasmídeo 
pBlueScript ll KS(+) (plasmídeo pBlueScript ll KS(+)-glnA) foi liberado por digestão 
com as enzimas NdeI e HindllI e então clonado no vetor de expressão pET28a(+) 




 O inserto do clone obtido foi sequenciado completamente. Este clone (pET28a-
glnA) é capaz de superexpressar a proteína GS P347L ligada a uma cauda de 6 
histidinas N-terminal. 
 
4.3. Expressão e purificação da proteína glutamina sintetase nativa e 
P347L de A. brasilense a partir de E. coli BL21 
 
Plasmídeos expressando as proteínas GS nativa e P347L foram introduzidos 
em E. coli BL21 para superexpressão e purificação das enzimas. Inicialmente foi 
realizado um teste na escala de 10 mL de cultivo apenas para verificar se os genes 
estavam sendo expressos em E. coli. O tamanho aproximado da proteína GS 
visualmente no gel de SDS-PAGE foi de 60 kDa.  A sua massa exata é 52,27 kDa. 
Após determinar que as proteínas GS nativa e P347L podiam ser expressas 
em E. coli passou-se para o teste de solubilidade, o qual determina qual a quantidade 
de proteína expressa permanece na fração solúvel e pode ser purificada. Foram 
testados indução por 3, 6 e 16 horas e a 16 e 30°C, mas não foram observadas 
diferenças significativas quanto a temperatura ou tempo de indução. O nível de 
expressão parece ser bem baixo em todas as condições, não permitindo avaliar a 
solubilidade. Na figura 11 está mostrado o perfil eletroforético da expressão realizada 
por 16 horas a 30°C.  Com base nesse ensaio, para purificação decidiu-se induzir a 
proteína GS a 30°C durante a noite.   
 
FIGURA 11. PERFIL ELETROFORÉTICO DAS FRAÇÕES OBTIDAS DURANTE INDUÇÃO DA 
PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE. 
 
FONTE: a autora. 
Perfil eletroforético em SDS-PAGE 7,5%. M é o marcador de peso molecular de proteínas, EB 




eletroforético das frações do pET28a em E. coli BL21 e do pET28a-FP2 de A. brasilense em E. coli 
Bl21 com 20 μl de amostras. Gel B: perfil eletroforético das frações do HM053 de A. brasilense com 20 
μl de amostras. Gel corado com Coomassie Blue R250.  
   
Para purificação, a indução da proteína GS foi realizada em 300 mL de meio 
LB e induzida utilizando o indutor IPTG 250 μM por aproximadamente 18 horas a 
30°C. A purificação foi feita através de coluna HiTrapTM Chelating HP, acoplada ao 
cromatógrafo líquido ÄKTA. Uma vez que não houve aparecimento de pico expressivo 
que caracterizasse a proteína durante gradiente crescente de imidazol (não 
mostrado), todas as frações foram aplicadas em géis de SDS-PAGE (Figura 12)  
 
FIGURA 12. PERFIL ELETROFORÉTICO DAS FRAÇÕES OBTIDAS DURANTE A PURIFICAÇÃO A 
PARTIR DE E. coli BL21 DA PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE NATIVA DE A. brasilense. 
 
FONTE: a autora. 
Perfil eletroforético em Gel SDS-PAGE 10%. Gel A: 1) 5μl da fração não induzida; 2) 5μl da fração 
solúvel após a sonicação; 3) 5μl da fração não ligada; 4) 5μl da fração de lavagem; 5 a 15) 5μl da fração 
eluída com gradiente do tampão B. Gel B: 1 a 15) continuação da fração eluída com gradiente do 
tampão B. Frações foram eluídas da coluna HiTrapTM Chelating HP. Gel corado cm Coomassie Blue 
R250. 
 
As frações circuladas em vermelho no gel foram coletadas e concentradas. 
Essas frações selecionadas passaram por uma coluna de exclusão molecular 
HiTrapTM Dessalting 5 mL para retirada do imidazol pelo processo de dessalting. O 
tampão utilizado continha glicerol 10% para permitir armazenamento das enzimas 
purificadas a -20°C. As proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford, como 
resultado obteve-se a GS do FP2 na concentração de 0,04 μg/μL. O perfil 
eletroforético da fração purificada é mostrado na Figura 14.  
A proteína GS P347L de HM053 foi purificada da mesma forma e o resultado 





FIGURA 13. PERFIL ELETROFORÉTICO DAS FRAÇÕES OBTIDAS DURANTE A PURIFICAÇÃO A 
PARTIR DE E. coli BL21 DA PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE P347L DE A. brasilense. 
 
FONTE: a autora. 
Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10%. Gel A: 1) 5μl da fração não induzida; 2) 5μl da fração solúvel 
após a sonicação; 3) 5μl da fração não ligada; 4) 5μl da fração de lavagem; 5 a 15) 5μl da fração eluída 
com gradiente do tampão B. Gel B: 1 a 15) continuação da fração eluída com gradiente do tampão B. 
Frações foram eluídas da coluna HiTrapTM Chelating HP. Gel corado cm Coomassie Blue R250. 
 
As frações circuladas em vermelho no gel foram coletadas para HM053. As 
proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford, porém a concentração da 
proteína é muito baixa e não pode ser determinada.  
O perfil eletroforético das proteínas purificadas encontram-se na Figura 14.  
 
FIGURA 14. PERFIL ELETROFORÉTICAS DAS PROTEÍNAS GLUTAMINA SINTETASE NATIVA E 
P347L DE A. brasilense PURIFICADAS A PARTIR DE E. coli BL21. 
 
FONTE: a autora. 
Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 12%. Quantidade de amostras: GS P347L: 1) 25 μl; 2) 40 μl e 





Uma vez que a preparação de glutamina sintetase não tinha alto grau de pureza 
(>95%) e que a concentração obtida da proteína foi bem baixa (Figura 14), novos 
testes foram feitos para definir melhor os parâmetros de purificação a serem utilizados.  
Primeiramente, foi testada a possibilidade de a proteína GS nativa e P347L 
serem melhor expressas em outras estirpes de E.coli. As proteínas foram expressas 
a partir do vetor pET28a-glnA-FP2 e pET28a-glnA-HM053 em E. coli BL21, Codon 
Plus e Rosetta em 10 mL de meio LB e induzidas utilizando o indutor IPTG 250 μM 
por aproximadamente 18 horas. Duas temperaturas foram testadas nessa etapa, 16 e 
30°C. Não foi observado diferença visualmente significativa em relação a temperatura 
e em relação as estirpes de E. coli. A proteína GS de FP2 não foi superexpressa em 
nenhuma das estirpes, o que será discutido mais a diante. A proteína GS P347L foi 
muito bem superexpressa nas três estirpes, pela primeira vez nesse trabalho viu-se 
essa super expressão da GS, não se sabe o motivo da baixa expressão anterior uma 
vez que nada foi alterado no processo de indução. Como a purificação da proteína foi 
realizada em condições que ela não estava superexpressa, isso explicaria a baixa 
concentração em que ela foi obtida.  Entretanto esse ensaio demostrou que a proteína 
GS P347L encontra-se majoritariamente na fração insolúvel.  
Para tentar solubilizar a proteína GS P347L, esta foi expressa conforme 
descrito acima, em Rosetta e a 30°C, durante 18 horas. As células foram coletadas 
em fração de 10 mL de cultura e cada fração foi ressuspensa em 1 mL de tampão, 
sendo dez tampões diferentes como mostrado na Tabela 10. 
TABELA 10. COMPOSIÇÃO DOS TAMPÕES UTILIZADO PARA SOLUBILIZAR A PROTEÍNA GS. 
 
Tampão Composição  
1 Tris-HCl pH 6,8 50 mM; NaCl 150 mM; Imidazol 10 mM 
2 Tris-HCl pH 7,5  50 mM; NaCl 150 mM; Imidazol 10 mM 
3 Tris-HCl pH 8 50 mM; NaCl 150 mM; Imidazol 10 mM 
4 Tris-HCl pH 8,8 50 mM; NaCl 150 mM; Imidazol 10 mM 
5 Tris-HCl pH 7,5 50 mM; NaCl 150 mM; Imidazol 10 mM; 1mM 2-oxoglutarato 
6 Imidazol 10 mM; β-mercaptoetanol 5 mM; 1 mM EDTA; KCl 100 mM 
7 Imidazol 10 mM; β-mercaptoetanol 5 mM; 1 mM EDTA; KCl 100 mM; 1mM 2-
oxoglutarato 
8 Imidazol 20 mM; β-mercaptoetanol 5 mM; KCl 100 mM 
9 HEPES-KOH pH 7,5 25 mM; β-mercaptoetanol 5 mM; 1 mM EDTA; 1mM 2-oxoglutarato 
10 PIPES-KOH pH 7,5 50 mM; β-mercaptoetanol 5 mM; 1 mM EDTA; KCl 100 mM; 1mM 
2-oxoglutarato 
FONTE: a autora. 
O perfil eletroforético dos extratos obtidos nesse ensaio encontra-se na Figura 





FIGURA 15. GEL ELETROFORÉTICO DAS FRAÇÕES SOLÚVEL E INSOLÚVEL DA PROTEÍNA 
GLUTAMINA SINTETASE P347L.
 
FONTE: a autora. 
Gel A: 1) 5μl da fração não induzida; 2) 5μl do extrato bruto no tampão 1; poços 3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15) 
5μl da fração solúvel do tampão 1, 2, 3, 4, 5 e 6 respectivamente; poços 4, 6, 8, 10, 12 e 14) 3μl da 
fração insolúvel do tampão 1, 2, 3, 4, 5 e 6 respectivamente. Gel B: poços 1, 3, 5 e 7) 5μl da fração 
solúvel do tampão 7, 8, 9 e 10 respectivamente; poços 2, 4, 6 e 8) 3μl da fração insolúvel do tampão 7, 
8, 9 e 10 respectivamente. Gel em SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Blue R250.  
 
FIGURA 16. GEL ELETROFORÉTICO DA FRAÇÃO SOLÚVEL DA PROTEÍNA GLUTAMINA 
SINTETASE P347L.
FONTE: a autora. 
Gel A: 1) 5μl da fração não induzida; poços 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) 5μl da fração solúvel do tampão 1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7 e 8 respectivamente. Gel B: 1 e 3) 5μl da fração solúvel do tampão 10 e 9 respectivamente. 
Gel em SDS-PAGE 12% corado cm Coomassie Blue R250. 
 
Uma vez que não houve, diferença significativa entre os dez tampões para 
solubilizar a proteína, outra tentativa foi feita da mesma maneira como citada, porém 
utilizando o tampão SB (20 mM imidazol pH 7,5; 10 mM cloreto de magnésio; 2 mM 




ammonium bromide (CTAB) 250 mM. Após sonicação, as soluções foram deixadas 
em banho de gelo com agitador magnético por 2 horas. Também não houve diferença 
visivelmente significativa em relação a solubilidade da proteína GS P347L (gel não 
apresentado). 
Embora tenha sido possível solubilizar apenas uma pequena fração da 
glutamina sintetase de P347L expressa em E. coli foi realizada tentativa de 
purificação, mas partindo-se de um volume maior de cultura e expressa em E. coli 
BL21-Rosetta. A estirpe de E. coli BL21-Rosetta contendo plasmídeo pET28a-glnA-
HM053 superexpressando GS-P347L foi cultivada em 800 mL de meio LB a 30°C, 
induzida com IPTG 250 μM durante 18 h. As células foram coletadas e ressuspensas 
em tampão 1 (Tabela 10). O mesmo processo de purificação em coluna HiTrapTM 
Chelating HP acoplada ao cromatógrafo líquido ÄKTA (GE – Healthcare Life Sciences) 
foi realizado. A redução da concentração de sais foi feita por diálise. Embora a 
concentração da proteína obtida ainda seja baixa, esta pôde ser quantificada por 
Bradford, obtendo como resultado 0,012 μg/μl.  
Como já relatado, a proteína GS nativa não foi superexpressa em E. coli BL21 
em nenhuma das condições testadas. Para verificar a integridade da construção em 
pET28a contendo o gene glnA, o sequenciamento nesse vetor foi realizado. O 
resultado mostrou que a sequência do gene glnA estava correta, entretanto no 
processo de subclonagem ocorreu o carreamento de um fragmento do sítio de 
múltiplas clonagem, possivelmente pela falha de clivagem pela enzima NdeI.  A 
digestão da extremidade com Ndel não ocorreu no sítio de restrição da enzima, 
possuindo uma sequência adicional de nucleotídeos, incluindo um sítio da enzima 
Hindlll, como mostrado na Figura 17.  
 
FIGURA 17. SEQUENCIAMENTO DO CLONE pET28a-glnA-FP2. 
 
 
FONTE:  a autora. 
Para o sequenciamento utilizou-se o primer T7 promoter do vetor pET28a. Foi detectado um trecho 
indesejado de 27 nucleotídeos provenientes do vetor pBS e do produto de PCR original, como mostrado 





Desta forma o gene glnA não está em fase com a sequência que codifica a 
cauda hexa-His. Entretanto, os dois sítios NdeI presentes na região permitem sua 
remoção e restauração da clonagem. Além disso, a presença de um sítio HindIII no 
fragmento indesejado permite a verificação do restauro. A estratégia de restauro foi 
realizada, mas nenhum clone correto foi obtido até o momento. 
Embora sem cauda His, a glutamina sintetase ainda é expressa a partir do clone 
em pET28a, possivelmente a partir de metionina na primeira posição e sítio críptico 
de ligação de ribossomo. 
 
4.4. Expressão e purificação da proteína GS nativa e P347L diretamente 
de A. brasilense 
 
Células de A. brasilense das estirpes de FP2 e de HM053 foram cultivadas em 
1 L (FP2) ou 2 L (HM053) de meio NFbHP contendo glutamato 5mM como fonte de 
nitrogênio a 30°C até a DO595 de 1,5. A obtenção do extrato ocorreu como descrito na 
metodologia. Foram obtidas 2,12 g de células para FP2 e 5 g de células para HM053. 
Ao final do processo foram obtidos um volume de suspensão de 1,8 mL para FP2 e 
3,6 mL para HM053, os quais foram utilizados para purificação.  
 A purificação da proteína GS nativa e P347L diretamente de A. brasilense foi 
realizada utilizando coluna de gel filtração Sephorose 6, conforme descrito na 
metodologia. Antes do processo, as suspensões foram filtradas utilizando membrana 
de microfibra de vidro com 25 mm de diâmetro e poro 2,7 μm a fim de evitar a 
permanência de partículas na suspensão que pudessem danificar a coluna. Frações 
eluídas foram coletadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE (Figuras 18 e 19).  













FIGURA 18. PERFIL ELETROFORÉTICO DAS FRAÇÕES OBTIDAS DE PURIFICAÇÃO DA 
PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE NATIVA DE A. brasilense FP2. 
 
FONTE: a autora. 
Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12%. Gel A: 1) 10 μl da extrato bruto; 2) 10 μl da fração retida na 
membrana; 3) 10 μl do extrato bruto após filtração; 4 - 9) 20 μl da fração eluída na coluna com tampão 
SB. Gel B: 1 a 9) continuação da fração eluída na coluna com tampão SB. Frações foram eluídas da 
coluna Sepharose 6. Gel corado cm Coomassie Blue R250. Embora as bandas sejam pouco visíveis 
na foto, elas eram visíveis no gel. 
 
FIGURA 19. PERFIL ELETROFORÉTICO DAS FRAÇÕES DA PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA 
GLUTAMINA SINTETASE P347L DE A. brasilense. 
 
Fonte: a autora. 
Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12%. Gel A: 1) 10 μl da extrato bruto; 2) 10 μl da fração retida na 
membrana; 3) 10 μl do extrato bruto após filtração; Gel B: 1 - 8) 20 μl das frações eluídas na coluna 
com tampão SB. Gel C: 1 a 9) continuação da fração eluída na coluna com tampão SB. Frações foram 
eluídas da coluna Sepharose 6. Gel corado com Coomassie Blue R250. 
 
As frações circuladas em vermelho nas figuras 18 e 19 foram unidas e 
dialisadas para retirada do sal e armazenadas a -20°C. A concentração da proteína 
GS de FP2 está abaixo do nível de sensibilidade do método de Bradford e não pode 
ser determinada. Por outro lado, a GS purificada a partir de A. brasilense HM053 está 
numa concentração de 0,22 μg/μl. As frações purificadas foram aplicadas em gel 








FIGURA 20. PERFIL ELETROFORÉTICO DA PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE NATIVA E 
P347L PURIFICADAS DE A. brasilense  
 
FONTE: a autora. 
Quantidade de amostras: amostras da GS do FP2: 1) 20 μl. Amostras da GS do HM053:  2) 15 μl. Gel 
SDS-PAGE 12% corado com Coomasie Blue 
 
4.5. Identificação das glutaminas sintetases parcialmente purificadas por 
MALDI-TOF 
 
A confirmação da identidade das proteínas parcialmente purificadas foi 
realizada por espectrometria de massa MALDI-TOF.  A lista de picos foi criada usando 
o software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics). A identificação das proteínas foi 
realizada usando o software Mascot 2.2 e o banco de dados de proteínas de A. 
brasilense sp245 (WISNIEWSKI-DYÉ et al., 2011). Como a expressão da proteína foi 
feita em E. coli, as proteínas que não foram identificadas no banco de dados de A. 
brasilense, foram confrontadas contra o bando de E. coli.  












FIGURA 21. BANDAS IDENTIFICADAS POR MALDI-TOF ATRAVÉS DE GEL SDS-PAGE 12%. 
 
FONTE: a autora. 
 
O resultado dessa identificação encontra-se na Tabela 11. As bandas de 
proteínas estão identificadas pelos números mostrados na Figura 21. 
 
TABELA 11.  PROTEÍNAS IDENTIFICADAS POR MALDI-TOF. 
 






E. coli BL21 





E. coli BL21 









2 E. coli: glutamina-frutose-6-
fosfatase transaminase 
110 67 13 
3 Glutamina sintetase 94 52,27 11 
4 Glutamina sintetase 85 52,27 10 
5 Glutamina sintetase 71 52,27 8 




1 Não identificada - - - 
2 Não identificada - - - 




1 Glutamina sintetase 38 52,27 8 
 
FONTE: a autora. 
*Índice gerado pelo programa MASCOT, sendo que quanto maior o escore, maior a chance de se ter 
uma identificação positiva. 






4.6. Identificação da proteína GS de A. brasilense por Western Blot 
 
 As glutaminas sintetases nativa e P347L de A. brasilense foram identificadas 
por Western Blot (Figura 22). Esse ensaio permite também identificar o estado de 
adenililação da proteína através da análise do padrão de banda dupla em SDS-PAGE. 
O grupamento AMP adicionado altera migração da proteína, fazendo com que a banda 
migre mais lentamente que a forma não adenililada (HUERGO et al., 2006). 
 
FIGURA 22. WESTERN BLOT DA PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE NATIVA E P347LDE A. 
brasilense. 
 
FONTE: a autora. 
Quantidade de amostras: 1) 12,5 μl; 2) 20 μl; 3) 50 μ e 4) 5 μl.   
 
 
A glutamina sintetase nativa purificada a partir de E. coli BL21 parece estar em 
grande parte desadenililada, porém sua fração adenililada é visível (Figura 22). Por 
outro lado a enzima purificada diretamente de A. brasilense parece estar totalmente 
desadenililada (o FP2 foi crescido em 5 mM de glutamato para purificação) (Figura 
22). Este resultado era esperado uma vez que as condições de cultivo de A. brasilense 
(5 mM) não foram repressoras do sistema Ntr. Essas análises de 
adenililação/desadenililação foram realizadas baseadas no perfil de migração 
apresentado, ou seja, na altura em que as bandas se encontram. Uma vez que a GS 
nativa purificada a partir de E. coli BL21 apresenta as duas formas da proteína, 
adenililada e desadenililada, ela foi utilizada como base para identificar em qual forma 
a GS das outras amostras estavam. 
A glutamina sintetase P347L purificada a partir de E. coli BL21 ou purificada 




contrário ao que já foi observado em outro trabalho onde a GS P347L foi utilizada na 
forma não purificada. Em 2017, Santos e colaboradores fizeram um experimento de 
western blot com células cultivadas sob duas condições de fixações de nitrogênio 
(glutamato 5 mM ou NH4Cl 2 mM como fonte de nitrogênio). As células foram 
avaliadas antes e depois de um choque de amônio usando NH4Cl 2 mM durante 5 
min. O resultado obtido mostrou que no HM053, a GS P347L não se mostrava 
adenililada na presença de amônio, mostrando que, de alguma forma, a mutação 
anula a sinalização de ribosilação de ADP sob alto amônio, sugerindo uma falha no 
sistema de adenililação ou na própria GS.  O resíduo de Pro-347 (local da mutação) é 
conservado nas sequências de GS e está localizado próximo do sítio ativo, e não 
parece estar envolvido na ligação de metal ou nucleotídeo. Entretanto, a prolina é um 
resíduo desestabilizador de hélice e sua substituição pode ocasionar uma alteração 
substancial da estrutura secundária. Assim, a mutação do HM053 poderia estar 
causando a inibição da adenililação de GS por GlnE por alguma alteração na estrutura 
da enzima (SANTOS et al., 2017). 
A fim de reproduzir os mesmos resultados obtidos por Santos e colaboradores 
em 2917, ensaios de western blot foram realizados com os extratos de A. brasilense 
FP2 cultivados nas condições de cultivo de 5 mM de glutamato e também nas 
condições de sem amônio na presença de 5% de LB, 10 mM de amônio na presença 
de 5% de LB e 20 mM de cloreto de amônio na presença de 5% de LB. O resultado 
encontra-se na Figura 23. 
 
FIGURA 23. WESTERN BLOT DA PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE NATIVA E P347L DO 
EXTRATO DE A. brasilense. 
 
FONTE: a autora 
. 
 
A GS nativa deveria apresentar-se majoritariamente na forma desadenililada 




trabalho de Santos e colaboradores (2017). Entretanto isso aparentemente não 
ocorreu, pois ela apresenta-se com apenas uma forma, uma banda, independente da 
condição de cultivo. Porém é difícil discutir esses resultados da GS nativa, pois como 
a banda é intensa na condição de sem amônio, 10 mM e 20 mM de amônio, pode ser 
que a GS esteja apresentando a forma adenililada e/ou desadenililada nessas 
condições mas a alta intensidade impede a visualização. Por outro lado, a GS P347L 
reproduziu o mesmo resultado de Santos e colaboradores (2017) se mostrando 
indiferente a presença de amônio, entretanto sem um controle é difícil dizer se a banda 
correspondente a forma adenililada ou desadenililada.  
Para investigar se realmente a glutamina sintetase P347L estava totalmente 
desadenililada como sugerido pelo ensaio anterior (Figura 22), novos testes foram 
realizados. A glutamina sintetase P347L purificada de E. coli possui cauda His e migra 
ligeiramente mais lentamente que a glutamina sintetase nativa, que não possui cauda 
His (erro de clonagem). A diferença de migração entre as duas proteínas poderia ser 
devido a presença de adenililação constitutiva da GS P347L ou adição da cauda His. 
Essa cauda tem 2 kDa. Para verificar essa hipótese, a GS P347L purificada a partir 
de E. coli BL21 do HM053, foi tratada com trombina (0,6 μg/μL de proteína para 1μL 
de trombina – 1 U/μL), a fim de retirar essa cauda. Só há um sítio de trombina na 
construção. As amostras foram incubadas em duplicatas por 3 horas, uma foi 
incubada a 37°C, outra a temperatura ambiente. Como controle, as amostras sem 
tratamento foram incubadas pelo mesmo tempo e temperatura e ausência de 
trombina. Após esse tempo, 0,3 μg/μL de proteína foram aplicados em 2 géis SDS-
PAGE 12%, um foi corado com Coomasie Blue 250R (Figura 24) e outro foi transferido 













FIGURA 24. PERFIL ELETROFORÉTICO DA PROTEÍNA GLUTAMINA SINTETASE L347P 
PURIFICADA DE E. coli APÓS TRATAMENTO COM TROMBINA. 
                 
FONTE: a autora. 
0,3 μg/μL de proteína foram aplicados com e sem tratamento com trombina. A quinta amostra 
corresponde à GS P347L purificada sem tratamento com trombina e sem incubação. O gel SDS-PAGE 
12% foi corado com Coomasie Blue R250. 
 
Figura 25. ENSAIO DE WESTERN BLOT COM ANTI-GS DA GLUTAMINA SINTETASE L347P 
PURIFICADA DE E. coli APÓS TRATAMENTO COM TROMBINA. 
 
FONTE: a autora. 
0,3 μg/μL de proteína foram aplicados. 0,3 μg/μL de proteína foram aplicados com e sem tratamento 
com trombina. A quinta amostra corresponde à GS P347L purificada sem tratamento com trombina e 
sem incubação. 
 
Os resultados das Figuras 24 e 25 mostram que a remoção da cauda His 
aumenta a mobilidade eletroforética, sugerindo que o aumento aparente de tamanho 
foi devido a presença de cauda His e não a adenililação.  
As outras GS nativa e P347L purificadas também foram tratadas com 




glutamina sintetase, deixando-a na forma não-modificada (desadenililada) 
(JOHANSSON; GEST, 1977). Os resultados estão na Figura 26. 
 
FIGURA 26. ENSAIO DE WESTERN BLOT COM ANTI-GS DA GLUTAMINA SINTETASE NATIVA E 
P347L PURIFICADA APÓS TRATAMENTO COM FOSFODIESTERASE. 
 
 
FONTE: a autora. 
Quantidade de amostras: 1 e 2) 12 μL; 3 e 4) 20 μL; 5 e 6) 6 μL. 
 
 A proteína GS nativa (FP2 (BL21)) mostrou diferença no tratamento com 
fosfodiesterase, o tratamento deixa a GS apenas desadenililada. O ensaio também foi 
realizado com a GS nativa purificado diretamente de A. brasilense, entretanto parece 
que a proteína foi degradada por alguma protease contaminante. A GS P347L 
(HM053) não mostrou diferença com tratamento de fosfodiesterase, mostrando-se 
desadenililada, o que já era esperado considerando os ensaios anteriores. É 
importante notar que a GS P347L purificada da E. coli BL21 possui cauda His e por 
isso migra diferente no gel de SDS-PAGE.  
  
4.7. Atividade transferásica da enzima GS 
 
A atividade da enzima GS pode ser determinada através de sua atividade 
transferásica, segundo Bender e colaboradores (1977). Essa atividade corresponde a 
transferência do radical glutamil da glutamina para a hidroxilamina produzindo γ-
glutamil-hidroxamato. Nesse sentido de reação e no pH de isoatividade (7,66), as 
formas adenililada e não adenililada da GS são igualmente ativas na presença de íons 
manganês, entretanto somente a forma não adenililada é ativa na presença de íons 
magnésio, dessa forma, relacionando a atividade na presença e ausência de 
magnésio, é possível também determinar a porcentagem de GS na forma não 
adenililada (BENDER et al., 1977).  
O ensaio de atividade foi realizado a partir da cultura de estirpe de E. coli BL21 




possui GS; o plasmídeo pET28a-glnA-FP2; e o plasmídeo pET28a-glnA-HM053. Após 
o cultivo e preparo das células, elas foram utilizadas para o ensaio. O resultado dessa 
atividade encontra-se na Tabela 12 a seguir. 
 
TABELA 12.  ATIVIDADE TRANSFERÁSICA DE GLUTAMINA SINTETASE DE A. brasilense DAS 
ESTIRPE FP2 E HM053 EM E. coli BL21. 
 
E. coli BL21 contendo os 
plasmídeos  
Atividade transferásica Forma não 
adenililada (%) - Mg+2 + Mg+2 
pET28a 0 8,2 - 
pET28a-glnA-FP2 232,89 29,37 12 
pET28a-glnA-HM053 33,53 7,4 22 
 
FONTE: a autora. 
As atividades de GS foram expressas em μmol γ-glutamil-hidroxamato.min-1.mg proteína-1. A atividade 
total foi determinada na ausência de Mg+2 e a fração não adenililada (ativa) foi determinada na presença 
de 60 mM de Mg+2. 
 
As amostras foram dosadas para quantidade de proteína pelo método de 
Bradford. As atividades de GS foram expressas em μmol γ-glutamil-hidroxamato.min-
1.mg proteína-1. A atividade total foi determinada na ausência de Mg+2 e a fração não 
adenililada (ativa) foi determinada na presença de 60 mM de Mg+2. O resultado obtido 
para a atividade da enzima GS dos extratos de E. coli BL21 contendo plasmídeo 
expressando glutamina sintetase nativa de FP2 é sete vezes maior quando 
comparada ao extrato do HM053, mesmo possuindo uma baixa expressão. A 
atividade baixa da GS P347L já era esperada. Machado (1989) já caracterizou a 
estirpe HM053 com baixa atividade de GS. Outros trabalhos também já mostraram 
que mutações pontuais em diferentes aminoácidos da GS podem alterar sua 
atividade. (WITMER et al. 1994; ABELL et al. 1995; DHALLA et al. 1994; LIAW e 
EISENBERG 1994).  
Embora a quantidade de proteínas tenha sido dosada nas amostras, essa 
dosagem é geral, não sendo específica para quantificação da proteína GS. O objetivo 
inicial era fazer esse ensaio de atividade com a glutamina sintetase purificada, uma 
vez que desse modo seria possível provar que a partir de uma mesma quantidade de 
proteína a GS P347L apresenta baixa atividade, entretanto isso não foi possível. O 
ensaio de atividade foi realizado com as preparações contendo as enzimas purificadas 
nativas e P347L a partir da indução com E. coli BL21 e com as enzimas purificadas 
diretamente de A. brasilense, entretanto elas apresentaram atividades bem baixas. 




congeladas nas etapas iniciais da purificação. Os extratos foram mantidos a -20°C por 
cinco dias e os ensaios com os mesmos extratos foram realizados (dados não 
mostrados), a atividade reduziu bastante, o que nos leva a acreditar novamente, que 
as preparações purificadas perderam a atividade.  
A baixa atividade de GS restringe a capacidade de assimilação de NH4+ e a 
capacidade de produção de glutamina de HM053. Como consequência, dois efeitos 
podem ser apresentados: sob alto NH4+, a produção de glutamina é baixa, sinalizando 
para as células condição de baixa concentração de NH4+. Sob esta condição, a 
proteína GlnD catalisará a uridililação da proteína GlnB que, por sua vez, ativará NifA. 
NifA ativa ativará a transcrição dos genes nif constitutivamente (genes para fixação 
biológica do nitrogênio); sob condição de fixação de nitrogênio, a baixa atividade de 
GS é incapaz de assimilar NH4+ produzido por nitrogenase, que por sua vez é 
excretada ao meio de cultura (SANTOS et al., 2017). 
 Esse trabalho contribuiu para melhor caracterização da glutamina sintetase 
P347L. Resultados obtidos com ensaios com a proteína in vivo foram confirmados 
pelos resultados obtidos com ensaios com a proteína purificada. O próximo passo 
poderia ser a investigação mais profunda do que a mutação P347L causa, como por 
exemplo, se existe uma falha no sistema de adenililação, algo que anule a sinalização 
de ribosilação de ADP sob alto amônio, ou se existe uma falha na própria GS.  
A construção da estirpe realizada nesse trabalho (plasmídeo pSUP202-glnA-sacB) 
pode contribuir para elucidar se a mutação P347L na enzima GS é a única alteração 
responsável pelo fenótipo de super excreção de amônio da estirpe HM053, porém 
para tal, os problemas no processo de conjugação precisam ser resolvidos. Caso esse 
trabalho tivesse tido sucesso na obtenção da estratégia proposta para construção de 
uma estipe super excretora de amônio de A. brasilense capaz de fixar amônio 
constitutivamente e excretar amônio, essa estirpe seria bastante promissora para uso 
como inoculante vegetal na agricultura em substituição do fertilizante químico, e com 







 As proteínas glutamina sintetase nativa e P347L de A. brasilense foram 
parcialmente purificadas a partir de E.coli contendo plasmídeo de expressão.  
 As proteínas glutamina sintetase nativa e P347L de A. brasilense foram 
parcialmente purificadas a partir do hospedeiro nativo A. brasilense. 
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